| 
| 








Biochemische Zeitschriit 


Unter Mitwirkung von 


E. Abderhalden-Halle a. S., M. Ascoli-Palermo, L. Asher-Bern, E. Aubel- Paris, A. Bach 
Moskau, G. Barger- Edinburgh, M. Bergmann - New York, G. Bertrand- Paris, A. Bickel 
Berlin, F. Blumenthal-Belgrad, Fr. Boas-Miinchen, J. Bodnar-Debreczen, A. Bonanni-Rom, 
F. Bottazzi- Neapel, G. Bredig- Karlsruhe i. B., WI. Butkewitsch- Moskau, M. Cremer- 
Miinchen, R. Doerr- Basel, A. Durig-Wien, R. Ege- Kopenhagen, F. Ehrlich- Breslau, 
H. v. Euler- Stockholm, M. Ferreira de Mira-Lissabon, S. Flexner- New York, A. Fodor- 
Jerusalem, J. Forssman-Lund, S. Frankel-Wien, E. Freund-Wien, H. Freundlich-London, 
E. Friedmann - Moskau, Cl. Fromageot - Lyon, O. Fiirth-Wien, E. Hammarsten - Stockholm, 
F. Hayduck-Berlin, E. Hagglund-Stockholm, V. Henri-Liittich, V. Henriques-Kopenhagen, 
R.O. Herzog-Istanbul, K. Hess-Berlin, W. Heubner-Berlin, R. Héber-London, M. Jacoby- 
Berlin, P. Karrer- Ziirich, B. Kisch- Kiln, G. Klein - Heidelberg, W. Klein - Bonn, 
A.J. Kluyver-Delft, M. Kochmann-HHalle a.S., R. Krimberg-Riga, F. Landolf-Buenos Aires, 
E. Laqueur- Amsterdam, O. Lemmermann- Berlin, P. A. Levene- New York, S. Loewe- 
Mannheim, A.Loewy-Davos, H.Liiers-Miinchen, Th. Madsen-Kopenhagen, A. Magnus-Levy- 
Berlin, E. Mangold - Berlin, L. Marchlewski-Krakau, P. Mayer- Karlsbad, A. Mc Kenzie- 
Dundee, J. Meisenheimer-Tiibingen, Kurt H. Meyer-Genf, O. Meyerhof- Heidelberg, 
L. Michaelis-New York, H. Molisch-Wien,W. Nernst-Berlin, K, Noack-Berlin, C.v. Noorden- 
Wien, Orla-Jensen-Kopenhagen, W. Ostwald-Leipzig, A. Palladin-Charkow, J. K. Parnas- 
Lemberg, W. Pauli-Wien, W. H. Peterson-Madison, R. Pfeiffer-Breslau, E. P. Pick-Wien, 
L. Pincussen-Berlin, J. Pohl-Hamburg, Ch. Porcher-Paris, D. N. Prianischnikow-Moskau, 
H. Pringsheim - Berlin, A. Rippel- Gittingen, P. Rona- Berlin, H. Sachs - Heidelberg, 
T. Sasaki-Tokio, B. Sbarsky-Moskau, A. Scheunert-Leipzig, E.Schmitz-Breslau, J. Snapper- 
Amsterdam, §. P. L, Sérensen- Kopenhagen, J. Stoklasa- Prag, W. Straub - Miinchen, 
H. Steenbock - Madison, K. Suto- Kanazawa, U. Suzuki-'Tokio, K. Thomas - Leipzig, 
F. Verzar- Basel, A. I. Virtanen -Helsingfors, O. Warburg- Berlin, H.J. Waterman - Delft, 
G. v. Wendt- Helsingfors, E. Widmark- Lund, A.Wohl- Danzig, J. Wohlgemuth - Berlin, 
N. Zelinsky - Moskau 


herausgegeben von 


C. Neuberg und W. Grassmann 
Berlin-Dahlem Dresden 


274. Band 





Berlin 
Verlag von Julius Springer 
1934 








Druck yon Friedr. Vieweg & Sohn Akt.-Ges., Braunschweig 


Printed in Germany 





1S ARR LL LIEN TE 











Inhalt. 


Betti, Mario und Pietro Pratesi.. Uber die optische Spaltung des racemi- 


schen Glycerinaldehyds. (Vorliufige Mitteilung. ) 
Basu, N. K. Sterine als Quelle fiir Vitamin A 
Verzar, F., H. Siillmann und A. Vischer. Die Differenzierung der Farb- 
stoffe des menschlichen Blutserums . 


Siillmann, H. und A. Vischer. Uber eine Verainderung von Xantho- 
phyllen im K6rper nach der Resorption aus dem Darm 


Froélicher, E. und H. Siillmann. Die Veresterung von Cholesterin bei 
der Resorption aus dem Darm . 

Kriiger, D. und E. Tsehireh. Die jodometrische Zuckerbestimmung bei 
Gegenwart von Rhodanid 

Dische, Zacharias und Seymour 8. Robbins. Bildung des Methyl- 
glyoxals aus Triosen bei neutraler Reaktion und Koérpertemperatur 
unter dem EinfluB von Phosphat und Arsenat. 

Cantoni, Osear. Mikromethode zur Bestimmung des Acetons im Blute 

Dische, Zacharias. Untersuchungen tiber die Bedeutung der Phosphor- 
siureester fiir den Ablauf und Steuerung der Blutglykolyse. I. Mit- 
teilung: Abbau der Hexosephosphorsiureester zu Triosephosphor- 
siiureestern als erste Stufe der Glykolyse. Bildung eines Fructose- 
phosphorséureesters aus Glucose und Glycerinaldehyd durch 
intakte Erythrocyten. Versuch einer Erklarung der sogenannten 
Harden-Youngschen Giarungsgleichung . 

Labes, R. und F, Billmann, Kolloidchemische Eigenschaften chemo- 
therapeutisch wirksamer Stoffe und ihre Beziehungen zur Kon- 
stitution 

Girsavicius, J. O.. P. H. Efendi und A. P. Ryzhova. Das Wesen der 


Antiglyoxalase 


Seite 


71 


16 


34 


45 


wr 








IV Inhalt. 


GirSavicius, J. O. und P. A. Heyfetz. Cher Milchsiiurebestimmung in 
Gegenwart von Methylglyoxal 

Bernhauer, Konrad und Franz Slanina. Chemismus und Enzymchemie 
der Sdurebildungs- und Séiureumwandlungsvorgiinge bei Schimmel- 
pilzen. XI. Mitteilung: Die Oxalsiiurebildung aus Ameisensaure, 
Glykolsiure, Bernsteinsiiure und anderen Siuren durch Asper- 
gillus niger . 

Warburg, Otto und Walter Christian. Co-Fermentproblem. 

Dam, H. und Ulrik Starup. Uber das Schicksal der Pflanzensterine im 
Tierorganismus. I. Mitteilung 

Pasternak, Lydia und Irbine H. Page. Uber die Wirkung des Thyroxins 
und Thyreoidins auf den Lipoid- und Fettstoffwechsel 

Aszédi, Zoltan. Uber den Zuckergehalt der Galle 


ry 


Mann, T. und P. Ostern. Uber Ammoniakgehalt und Ammoniak- 
bildung im Muskel. XXI. Mitteilung: Uber die Hemmung der 


Ammoniakbildung durch verschiedene alkalische Pufferlésungen 

Parnas, J. K. Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung 
im Blute. XI. 

Leontjew, H. Uber die Identitat der Globuline aus den Samen einiger 
Cucurbitaceen 

Jacobsohn, Kurt P.. Zur Thermodynamik des Systems der Fumarase 

Olilgaard, E. Eine mikrotitrimetrische Methode zur Bestimmung von 
Sulfaten im Plasma 

Cleghorn, R.A. und L. Jendrassik. Photometrische Stickstoffbe- 
stimmmung 

Jendrassik, L. und F. Takaes. Methoden zur Bestimmung des Kaliums 
in Kérpersaften 
— Photometrische Methode zur Bestimmung des Caleiums und 
AE TIS sy 5a) ER Rei tatie yy Sea ice ne AM oe es 

Clementi, A. Einfache und praktische Verbesserungen der Methodik 
bei den chemischen Uberschichtungsreaktionen 

Eng, Hans. Resorption und Ausscheidung des Follikulins im mensch- 
lichen Organismus. II. Mitteilung: Zur Kenntnis der Follikulin- 
ausscheidung in Harn und Fazes normaler Manner 

Barta, Ladislaus. Methode zur Bestimmung kleiner Mengen Furfurol, 
Methylfurfurol und Oxymethylfurfurol. (Furfurolgehalt von einigen 
Nahrungsmitteln ) 


Seite 


95 


97 


112 


189 


194 


200 


205 


208 


212 














Inhalt. 


Awtonomowa, E. 8S. und T, A. Stessel. Nephelometrische Methode zur 
Bestimmung der Anzahl der Mikrobenleiber in bakteriellen Suspen- 


sionen mit Hilfe einer Photozelle 

Haugaard, G. Uber die Anwendbarkeit der Glaselektrode zur py-Mes- 
sung in biologischen Fliissigkeiten 

Frei, W., L. Riedmiiller und F. Almasy. Uber Cytochrom und das 
Atmungssystem der Bakterien . 


Watanabe, Kaichiro. Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel. XXI (2). Mitteilung: Glykogenie und Glykolyse in 
der Leber und im Muskel durch Gallensiiure und Adenylpyro- 
PHOBPMONSEITS§¢ 0 0 as i ee ee Se 

Chrzaszez, Tadeusz und Jézef Janieki. Wirkung von Trypsin und 
ihrer Amylokinase auf die Menge der Amylase verschiedener Ge- 
treidearten 

Kubowitz, Fritz. Uber die Hemmung der Buttersiuregirung durch 


Kohlenoxyd 
Deutseh, Béla. Uber Hiimoglobinkonzentrationsbestimmung im Blute 


Balint, Peter. Identifizierung der Pentose in vier Fallen chronischer 


Pentosurie . 


Lustig, B. Uber die Art der Bindung der Eiwei8verdauungsprodukte 
beim Ubertritt in das Blut 


Berichtigung 

Lehmann, Jérgen. Zur Kenntnis biologischer Oxydations-Reduktions- 
potentiale. Vorliufige Potentialmessungen im System: Alkohol 
Dehydrogenase—Acetaldehyd . 

Lipmann, Fritz. Versuche zur potentiometrischen Erfassung der 
Oxydoreduktionsvorgiinge in giirendem Hefeextrakt 

Blagowestschenski, A. W. und A. A. Prosorowskaja. Uber den Einflu8 
der Huminsiéure auf die Aufnahme von Mineralsalzen durch die 


Pflanzen 


Dische, Zacharias und Kurt Sachs. Herabsetzung der Glykolyse und 
Erhéhung des leicht abspaltbaren séureléslichen Phosphors im 
Blut nach langdauernder, ermiidender Arbeit 

Baena, V. Untersuchungen iiber den Einflu8 von Knochenmark- 
extrakt des normalen und milzlosen Tieres auf den Hamoglobin- 
aufbau . 

— Uber den Einflu8 von Rindenhormon und Ascorbinsiiure auf die 
biochemischen Verhiltnisse der Muskeltitigkeit 


231 


25% 


268 


285 


299 


305 


313 


320 


321 


329 


341 


346 


358 


362 





VI Inhalt. 


Seite 

Jendrassik, L. und A. Bokrétas. Bioc 1emische Gravimetriemethoden. 
Be , ; ie 
IV. Mitteilung: Mikrocholesterinbestimmung an der Torsionswaage 367 


Scheunert, Arthur, Manfred SachBe und Richard Specht. Uber die 


Wirkung fortgesetzter Verfiitterung von Nahrungsmitteln, die mit 


~1 
bo 


und ohne kiinstlichen Diinger gezogen sind. . 
Michael, Siegfried. Atmung und Stoffwechsel von Schimmelpilzen . . 397 
Yoshimura, Kiyohisa. Vorkommen von organischen Basen besonders 

von Cadaverin in Kartoffelknollen . .......2.2.2.2. 2. =. 408 
Lipmann, Fritz. Potentiometrische Versuche iiber die Bildung des 

Car ORIS. Ske he ee ee ee es ee Se 
Kautsky, Hans. Chlorophyilfluoreszenz und Kohlensiéureassimilation. 

I. Mitteilung: H. Kautsky und A. Hirsch: Das Fluoreszenz- 

VeRRORGen eriner PHGIGM x5. i ska ois, xe a ew oS 

Chlorophyllfluoreszenz und WKohlensiureassimilation. 1. Mit- 

teilung: H. Kautsky und H.Spohn: 1. Apparatur zur ver- 

gleichenden Messung der Fluoreszenzinderungen lebender Blitter. 


2. Der EinfluB der Temperatur auf die Fluoreszenzkurve . . . . . 435 
Kastl, Odilo. Ist das Thrombin eine Calciumverbindung? . . . . . 452 
Mystkowski, E. M. Nephelometrische Untersuchungen mit EiweiB- 

lésungen. I. . . . Be ee ers RPE NE) WE Space gt Fer ae: oleh Ng Sec nnee 
Jacobsohn, Kurt P. Berichtigung zu der Arbeit: ,, Zur Thermod ynamik 

dos Systems dor Pamarase” ...«. 666s lg eee ee es 
Briickner, Josef. Nachtrag zu meiner Mitteilung ,, Uber eine empfindliche 

und spezifische Reaktion des Ergosterins‘’. . . ..... . . . 465 
Gértz, Svend. Berichtigung zu der Arbeit: ,,.Methode zur Bestimmung 

von Cholesterin in 0,1 cem Totalblut mit empfindlichen stabilen 


Pune Se a nr ae ee Re ee es ee 


Butorenyereegnnie 3 os ea ee ee ee ee ee ee ee ee 























Uber die optische Spaltung des racemischen Glycerinaldehyds. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Mario Betti und Pietro Pratesi. 
(Istituto di Chimica Generale R. Université Bologna (Italien). 
(Eingegangen am 14. August 1934.) 


Wie wir in friiheren Arbeiten! hervorgehoben haben, kann das 
optisch aktive (rechtsdrehende) [f-Oxy-naphthyl]-benzylamin (1) 


H H 
« | | 
Cg H, —C— NH, C,H; —C—N -- CH—R 
Cio Hg (OH) Cy) Hs (0) 
(1) (IT) 


als ein vorteilhaftes Mittel zur ,,direkten” Spaltung der racemischen 
Aldehyde in ihre optischen Antipoden dienen. Das [f-Oxy-naphthyl]- 
benzylamin bildet mit aromatischen sowie mit aliphatischen Aldehyden 
sehr bestandige, schén kristallisierte Verbindungen vom Typus (II) 
(worin =—CH—R den Aldehydrest darstellt). Auf diesem Wege haben 
wir jetzt die optische Spaltung des Glycerinaldehyds versucht. Diese 
Spaltung bietet ein erhebliches Interesse hinsichtlich vieler chemischer 
und biochemischer Probleme und wurde bis jetzt ohne guten Erfolg 
untersucht. 

d, 1-Glycerinaldehyd verbindet sich ohne Schwierigkeit in alkoholi- 
scher Lésung mit rechtsdrehendem [f-Oxy-naphthyl]-benzylamin zu 
einer schén kristallisierten Verbindung vom Typus II, deren diastereo- 
isomeren Formen erheblich verschiedene Léslichkeitsverhaltnisse in 
Athylalkohol aufweisen. Aus diesen Verbindungen kann man reinen 
Glycerinaldehyd durch Anwendung des Acetaldehyds als Lésungs- 
und Spaltungsmittel nach dem Verfahren von H. Collatz und 
I. St. Neuberg? (etwas modifiziert) zuriickgewinnen. 

Unsere ersten Orientierungsversuche, die unten kurz beschrieben 
werden sollen, wurden mit geringen Substanzmengen ausgefiihrt 
und haben uns bis jetzt zu linksdrehendem Glycerinaldehyd gefiihrt, 
allerdings noch nicht in optisch reinem Zustande. 

Die Untersuchung wird in gréBerem MaBstabe fortgesetzt. 


' Ber. 63, 874, 1930; Rend. Acecad. Lincei 11 (serie VI), I sem., S. 587, 
1930; 13 (serie VI), Isem., S. 646, 1931. — 2 Diese Zeitschr. 255, 27, 1932. 
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M. Betti u. P. Pratesi: 


Kine lauwarme Lésung (nicht tiber 50°) von 57,5 g (-+-)-[f-Oxy- 
naphthyl]- benzylamin (1 mol.) in 2000 cem Athylalkohol (97 °,ig), wurde 
mit einer Lésung von 20,7 g d, ]-Glycerinaldehyd! (1 mol.) in 1400 cem 
Alkohol (97 %,ig) versetzt. 

Nach 24stiindigem Stehenlassen war schon eine betrachtliche Menge 
des Reaktionsproduktes in schén ausgebildeten, weiBen Nadeln aus- 
kristallisiert. Nach 1'/, Tagen wurde das Reaktionsprodukt abgenutscht ; 
es wog 32 g, d. h. etwas weniger als die fiir eine der zwei diastereoisomeren 
Formen berechnete Menge (37 g). 

Durch Einengen der alkoholischen Mutterlauge im Vakuum_ be- 
kommt man das tbrige Reaktionsprodukt mit quantitativer Ausbeute. 

Die von selbst ausgeschiedene Substanz (32g) wurde aus Athyl- 
alkohol umkristallisiert; die weniger léslichen Fraktionen zeigten den 
Schmelzpunkt 183 bis 184° und das Drehungsvermégen [%],) = + 37,0° 
(in Methylalkohol). Wir wollen aber diese Werte nicht als definitiv 
betrachten, da die weniger lésliche diastereoisomere Form noch nicht 
ganz optisch rein war. 

Die analytischen Werte entsprachen der Formel: 

H 


| 
C,H, —C—N = CH—CH (OH) — CH, OH. 


Cio H, (OH) 
CypHO,N. Ber.:; C = 74,77%, H = 5,92%; 
gef.: C = 75,08%, H = 6,02 %. 

Zur Gewinnung des Glycerinaldehyds aus dem weniger léslichen 
Derivat fanden 4,8 g Substanz, Fp. 183 bis 184°, [x%]p) = + 37,0°, und 
7,5 g Substanz, Fp. 182°, [x]p) = + 34,7°, insgesamt 12,3 g Substanz, 
Anwendung. Diese wurden mit 135 cem frisch destilliertem Acetaldehyd 
und 50 cem Wasser in einer Druckflasche 24 Stunden bei 45 bis 50° 
erhitzt. Nach dem Erkalten erhielten wir eine klare, etwas gelbliche 
Lésung, die zur Entfernung des Acetaldehyds der Vakuumdestillation 
unterzogen wurde. So fiel das Acetaldehydderivat des (-+-)-[f-Oxy- 
naphthyl]- benzylamins als eine amorphe, fast weiBe Masse aus. Dieses 
Derivat ist stark rechtsdrehend. Der Riickstand der Vakuumdestillation 
wurde mehrmals mit Wasser gespiilt, die gesammelten wasserigen 
Ausziige mehrmals zur vollkommenen Trennung des Acetalderivats mit 
Ather extrahiert und mit wenig Tierkohle entfarbt. Die fast farblose 
wasserige Lésung reduzierte schon in der Kalte Fehlingsche Lésung, und 
im Vakuum eingeengt zeigte sie eine optische Drehung von « = — 0,42. 


' Der d, l-Glycerinaldehyd in reinem, kristallisiertem Zustande wurde 


uns von Herrn Priv.-Doz. Dr. H. O. L. Fischer, Basel, zur Verfiigung gestellt ; 
wir méchten ihm auch an dieser Stelle herzlichst danken. 
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Optische Spaltung des racemischen Glycerinaldehyds. 3 

Durch weitere Einengung im Vakuum iiber Schwefelséiure hatten 
sich, ohne Zugabe von Impfkristallen, 0,6 g reiner, weiBer, kristallisierter 
Glycerinaldehyd ausgeschieden, welcher, mit 50° igem Methylalkohoi 
gewaschen, bei 139,5° schmolz. Der auskristallisierte Glycerinaldehyd 
war optisch inaktiv; der Mischschmelzpunkt mit reinem d, l-Glycerin- 
aldehyd ergab keine Depression. 

Die sirupése Mutterlauge erwies sich als betrachtlich linksdrehend 
und lieferte durch Oxydation nach Wohl und Schellenberg! das links- 
drehende glycerinsaure Barium. 

Die Untersuchung wird in gréBerem MaBstab fortgesetzt, mit dem 
Ziel, zu den optischen Antipoden des Glycerinaldehyds in reinem 
kristallisierten Zustande zu gelangen. Wir werden auch andere Sub- 
stanzen vom Typus des [f-Oxy-naphthyl]-benzylamins zu einer ahn- 
lichen Untersuchung heranziehen. 


1 Ber. 55, 1404, 1922. 
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Sterine als Quelle fiir Vitamin A. 


Von 
N. K. Basu. 
(Aus Dr. Boses Forschungslaboratorium in Kalkutta.) 


(Eingegangen am 16. August 1934.) 


Daf die Carotinfarbstoffe als Vitamin A-Quelle des Kérpers in 
Betracht kommen, ist zweifelsfrei bewiesen. Die Frage jedoch, ob auch 
Cholesterin als Vitaminquelle zu betrachten ist, ist zuerst sowohl von 
Drummond, Rosenheim und von Coward (1925), als auch von Takahashi 
und Mitarbeitern (1925) aufgeworfen worden. Drummond und andere 
erhielten Cholesterin aus Lebertran und reinigten es durch wiederholte 
Kristallisation. Dieses gereinigte Cholesterin konnte nach Bestrahlung 
mit der Quarz-Quecksilber-Dampflampe das normale Wachstum von 
Ratten wieder herstellen, die durch eine vitamin-A-freie Diat Gewichts- 
verlust zeigten. Als geringste tagliche Dosis wurde 1 mg des bestrahlten 
Sterins fiir eine Ratte benétigt. Dieses bestrahlte Sterin wurde durch 
Digitonin gefallt und gab mit Arsentrichlorid keine Farbreaktion. 

Kerppola (1930) erhielt eine ahnliche ,,Cholesterinfraktion‘‘ aus Leber- 
tran und diese besa ohne Bestrahlung alle dem Vitamin A zukommenden 
Kigenschaften, so z. B. positive Antimontrichloridreaktion und Heilwirkung 
gegen Xerophthalmie. See/ (1931) und Seel und Dannmeyer (1931) fanden, 
da Cholesterin nach Oxydation mit Benzoylperoxyd eine analoge vitamin-A- 
aihnliche Verbindung gibt. Sie zeigte in Ultraviolett Absorptionsbander 
bei 327 und 293 mu, positive Antimontrichloridreaktion und war im Tier- 
versuch in einer Dosis von 0,1 mg wirksam. Auf Grund dieser Beobachtung 
bemerkte Harris (1932): ,,es ist begreiflich, daB unter geeigneten Bedingun- 
gen Vitamin A ebensowohl vom Cholesterin hergeleitet werden kann, wie 
vom Carotin; jedoch sind weitere Arbeiten notwendig, um diese Auffassung 
zu bestatigen oder zu widerlegen“. 

Beim Arbeiten mit Vitaminkonzentraten, sowohl pflanzlichen wie 
tierischen Ursprungs, wurde nun gefunden, da von jedem Ausgangs- 
material aus eine besondere ,,Sterinfraktion® isoliert werden und 
durch geeignete Mittel in Vitamin A verwandelt werden konnte. 


Wahrend des Reinigungsprozesses der Carotine mit Hilfe von 
peroxydfreiem Dioxan konnten farblose Kristalle erhalten werden, mit 
folgenden charakteristischen Merkmalen: Schmelzpunkt 63 bis 65°C, 
fallbar durch Digitonin; Salkowsky-Reaktion schwach positiv; Antimon- 
trichloridreaktion voilkommen negativ. Nach 30 Minuten langem 
Bestrahlen mit Wellenlingen zwischen 275 bis 300 mu wurden folgende 
Veranderungen festgestellt : Digitonin kaum fallbar ; Salkowsky-Reaktion 
negativ; Antimontrichloridreaktion stark positiv. Diese intensiv blaue 
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Sterine als Quelle fiir Vitamin A. D 


Farbreaktion zeigte Absorptionsbanden bei 620 und 572 mu, wahrend 
die bestrahlte Substanz selbst ein im Ultraviolett bei 328 my liegendes 
Absorptionsband zeigte. 


Eine ahnliche Sterinfraktion konnte aus Lebertran, Hithnereigelb 
und Fischél erhalten werden. Obgleich diese Substanz aus verschiedenen 
Ausgangsmaterialien dargestellt wurde, waren doch die charakteristischen 
Kigenschaften dieselben: Schmelzpunkt 62 bis 67°C, fallbar durch 
Digitonin, schwach positive Salkowsky-Reaktion, dagegen absolut 
negative Reaktion Antimontrichlorid. Jedes dieser Praparate konnte 
durch die im vorhergehenden beschriebene Bestrahlung in eine mit 
Vitamin A fast identische Substanz iibergefiihrt werden, mit einem 
ultravioletten Absorptionsband bei 328 my, positiver Antimontrichlorid- 
reaktion mit Absorption bei 620 und 572 mu, mangelnder Digitonin- 
fallbarkeit und negativer Salkowsky-Reaktion. 


Tierversuche, 


A. 3 bis 4 Wochen alte Ratten mit 40 bis 50g Gewicht wurden auf 
eine vitamin-A-freie Kost von Osborne und Mendel gesetzt: Fleischriickstand 
19,6%, Starke 52,49, Speck 24%, Me Collums Salzmischung 4°, und 
getrocknete Hefe 0,4 g pro Tag. Dazu wurden 0,0001 mg bestrahlten Ergo- 
sterins gegeben als Quelle fiir Vitamin D. 

Nach einem Zeitraum von 5 bis 6 Wochen verloren die Versuchstiere 
stindig an Gewicht und entwickelten die charakteristischen Symptome 
der Xerophthalmie. In diesem Stadium wurde die bestrahlte ,,Sterin- 
fraktion‘* aus drei verschiedenen Ausgangsmaterialien (Lebertran, Eigelb, 
Fisch6l) unter die Kost der Tiere gemischt. In allen Fallen geniigte eine 
Zugabe von 0,01 mg der Substanz pro Tag, um normales Wachstum herbei- 
zufiihren und die Xerophthalmie zu heilen. Da die Sterinfraktion aus 
Karotten sehr klein war, konnte ihre biologische Wirksamkeit nicht gepriift 
werden. 

B. Wenn der Vitamin A-Vorrat der Tiere vollkommen erschépft war, 
wurde aus der Leber auf bekannte Weise das Leberél gewonnen, dieses O] 
zeigte kolorimetrisch und spektrographisch keine Spur Vitamin A. Nach 
Darreichung der bestrahlten Sterinfraktion war die Vitamin A-Reaktion 
des Leberéles mit beiden Methoden positiv. 


Nach diesen Versuchen scheint es klar zu sein, daB das Carotin 
nicht die alleinige Quelle fiir das Vitamin A darstellt, sondern dab 
auch ein Sterin als Vorliufer des Vitamins in Betracht gezogen werden 
kann. Dies scheint ein spezieller Typ von Sterin zu sein, der verschieden 
von dem Cholesterin ist. 


Die den Hiihnereiern sehr ahnlichen Enteneier enthalten kein 
Vitamin A. Ebenso enthielten manche Fischéle auf Grund des Tier- 
versuchs kein Vitamin A; auch einige pflanzliche Ole, deren Vitamin A- 
Gehalt bekannt ist, wurden untersucht. 








6 N. K. Basu. 


Aus all diesen Ausgangsmaterialien konnten Sterine isoliert werden; 
aber keines von diesen hatte Ahnlichkeit mit der vorher beschriebenen 
Sterinfraktion, und keines von ihnen war nach Bestrahlung vitamin A- 
wirksam. Diese Tatsache weist augenscheinlich darauf hin, daB nicht 
jede bekannte Sterinfraktion als Vorlaufer des Vitamins A in Betracht 
kommt, sondern daB sich dieses aus einem ganz bestimmten Typ ent- 
wickelt. 
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Die Differenzierung der Farbstoffe des menschlichen 
Blutserums. 


Von 
F. Verzar, H. Siillmann und A. Visecher. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 6. August 1934.) 


Der Hauptfarbstoff des menschlichen Serums ist bekanntlich 
das Bilirubin; mengenmaBig ist es zu 40 bis 80°, an dem Gesamtfarb- 
stoffgehalt des Menschenserums beteiligt. Allein diese betrachtlichen 
Schwankungen des Bilirubingehalts legen die Frage nach dem quali- 
tativen und quantitativen Vorkommen andérer Farbstoffe im Serum 
nahe. Dabei ist zunachst an die Lipochrome (Carotine und Xantho- 
phylle) zu denken, ferner an die in neuerer Zeit entdeckten Lyochrome 
(Flavine). Weiterhin sind Farbstoffe in Betracht zu ziehen, die genetisch 
dem Bilirubin oder doch dem Blutfarbstoff nahe stehen, iiber deren 
Vorkommen im Blute bzw. Serum wir aber nicht geniigend unter- 
richtet sind. 

Sowohl Carotin als auch Xanthophyll werden im tierischen Organismus 
gefunden (vgl. v. Euler'). Der Gehalt der tierischen Organe und des Blutes 
an diesen beiden Farbstoffen ist stark von der alimentaren Zufuhr abhangig. 
Als Speicherorgane fiir die Lipochrome dient in erster Linie die Leber, 
ferner das Unterhautfettgewebe, Niere, Milz usw. L. Zechmeister und 
P. Tuzson? fanden in einer Probe von Kuhfett wohl Carotin, aber kein 
Xanthophyll. Besonders reichlich finden sich Xanthophylle nach v. Euler 
in der Leber von Végeln und Fischen. Aus dem Corpus luteum der Kuh 
wurde Carotin bereits 1910 kristallisiert dargestellt. EEbenso wurden im 
Unterhautfett und in der Placenta der Frauen Xanthophylle gefunden. 
Im ganzen entspricht die Verteilung der Carotinoide im Tierkérper — wie 
nach ihren Lésungsaffinitaéten zu erwarten ist — derjenigen der Fette. Im 
Serum wies Karrer Carotin nach, fand aber die Blutkérperchen carotinfrei *. 
Hymans van den Bergh * bestimmte bereits 1910 die Lipochrome des Serums 
als ,,Carotin‘. 

T: y . 5 . 

Wir haben durch unsere Untersuchungen versucht, einen Uberblick 
iiber den Serumlipochromgehalt des menschlichen Serums zu erhalten 
unter gleichzeitiger Beriicksichtigung des Serumbilirubins. Es sollten 
vor allem Anhaltspunkte iiber die quantitativen Verhaltnisse der Farb- 


1 H.v. Euler, Ergebn. d. Physiol. 34, 392, 1932. — ? L. Zechmeister u. 


P. Tuzson, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 154, 1934. — * P. Karrer, 
Ergebn. d. Physiol. 34, 812, 1932. — 4 A. Hymans van den Bergh u. 


J. Snapper, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 540, 1913. Uber Carotinoid- 
bestimmungen im Blute und Geweben vgl. auch: Ch. Connor, J. of biol. 
Chem. 77, 619, 1928. 
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stoffverteilung im menschlichen Serum gewonnen werden. Diese Frage 
ergab sich aus Arbeiten von F. Verzdr und Mitarbeitern! iiber den 
Bilirubingehalt des menschlichen Blutserums. In ihren Versuchen 
wurden unter gewissen Bedingungen Schwankungen der durch die 
Serumfarbstoffe verursachten Lichtabsorption beobachtet, die nicht 
immer auf gleichsinnige Schwankungen des Bilirubingehalts zuriick- 
gefiihrt werden konnten. 
Methodik. 


Da eine Reindarstellung der einzelnen Serumfarbstoffe fiir den Nachweis 
und die quantitative Bestimmung nicht in Betracht kommt, ist man auf 
ein mehr oder weniger spezifisches chemisches oder physikalisches Verhalten 
der Farbstoffe angewiesen. Wir verwendeten fiir unsere Untersuchungen 
alkoholische Serumextrakte (Serum : Alkohol 1: 8 bis 1: 10). Den Gesamt- 
farbstoffgehalt des Alkoholextraktes unterteilen wir im folgenden in drei 
Gruppen: 1. Bilirubin, 2. petrolatherlésliche Farbstoffe (hauptsachlich 
Carotin und Xanthophyllester) und 3. in eine Fraktion, die sich aus der 
Differenz der Werte fiir Bilirubin und den petroliatherléslichen Farbstoffen 
vom Gesamtfarbstoffwert ergibt. In dieser letzteren Fraktion finden sich 
etwa vorhandene freie Xanthophylle, Flavine, die in Wasser und Alkohol 
léslich, in Petrolather unléslich sind, ferner méglicherweise noch andere 
unbekannte Farbstoffe. Diese letzte Fraktion bezeichnen wir als ,,X-Frak- 
tion’. 

Der hier geiibten Trennungsweise der Carotine von den Xanthophyllen 
(und dem Bilirubin) liegt das in der Carotinoidchemie gebrauchliche Ent- 
mischungsverfahren zugrunde (vgl. z.B. P. Karrer? sowie R. Kuhn und 
H. Brockmann®). Dieses ist aber auf einen beliebigen alkoholischen Serum- 
extrakt nicht ohne weiteres anwendbar: bei staérkerem Wassergehalt, etwa 
iiber 20%, geht bei der Extraktion oder bei der Entmischung auch Bilirubin 
in den Petrolather itiber. Als Alkalisalz, wie es im Serum vorliegen diirfte, 
ist Bilirubin unléslich in Petrolather, als freies Bilirubin aber extrahierbar. 
Vermutlich ist die Extrahierbarkeit des Bilirubins aus einem stark wasser- 
haltigen alkoholischen Serumextrakt auf eine Hydrolyse der Bilirubin- 
Alkaliverbindung durch das Wasser, wobei freies Bilirubin entsteht, zuriick- 
zufiihren. Aus einem Extrakt mit 10 bis 15% Wasser, wie wir ihn in unseren 
Versuchen verwendeten, gehen nur noch Spuren von Bilirubin in Petrol- 
ather iiber, die aus diesem bei der nachfolgenden Entmischung mit Alkohol 
leicht wieder herausgeholt werden kénnen. 

Die Bereitung des Serumextraktes erfolgte nach der in diesem Institut 
ausgearbeiteten Methodik von J. Peter*, auf dessen Arbeit hinsichtlich 
der Bilirubinbestimmungen hingewiesen sei. Wir verwendeten in der 
Regel 6 cem Serum: das Volumen des geklairten Extraktes betrug 50 ccm, 
so da einem Teil Serum 8,33 Teile Alkoholextrakt entsprachen. Der 
Extrakt wurde in zwei Teile geteilt: a) zur Bestimmung der Gesamt- 
extinktion (Gesamtfarbstoffe), b) zur Bestimmung der Extinktion nach 


1 F. Verzar, A. v. Arvay, J. Peter u. H. Scholderer, diese Zeitschr. 257, 
113, 1933. — ® P. Karrer, Ergebn. d. Physiol. 34, 812, 1932. — * R. Kuhn 
u. H. Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 41, 1932. — 4 J. R. Peter, 
diese Zeitschr. 262, 432, 1933. 
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Petrolatherausschiittelung. a) 20 cem Extrakt wurden in ein 30-cem-Mek- 
kélbchen pipettiert und mit Alkohol (87°) bis zur Marke  aufgefiillt 
(v= 1:12,5). b) 20cem Extrakt wurden in einen Scheidetrichter von 
50 cem Inhalt gegeben und mit Petrolather (zur Fettbestimmung, Siede- 
punkt 30 bis 50°), das erste Mal mit 10 cem, dann zweimal mit je 5 cem 
ausgeschiittelt. Nach der letzten Ausschiittelung wurde die alkoholische 
Schicht, deren Volumen durch den im Alkohol gelésten Petrolather etwa 
23,5 cem betragt, in das zweite MeBkélbchen von 30 cem abgelassen. Die 
gesammelten Petrolitherextrakte wurden in den Schiitteltrichter zuriick- 
gebracht und mit 5 bis 6 cem 87 %igem Alkohol ausgeschiittelt. Der Alkoho! 
wurde wiederum mit 5cem frischem Petrolither ausgeschiittelt und in 
das Kélbchen gebracht. Mit reinem Alkohol wurde bis zur Marke aufgefiillt. 
Angestellte Versuche ergaben, da8 der Zusatz einiger Tropfen Petrolather 
zu den alkoholischen Serumextrakten keinen EinfluB8 auf die Lichtextinktion 
hatte. In beiden Lésungen wurde die Lichtextinktion bei 10 em Schicht- 
dicke im Spektrophotometer (von Keu/fel und Esser) bei verschiedenen 
Wellenlangen bestimmt. Als Grundlage wahlten wir die Extinktion bei 
450 my, dem Absorptionsmaximum des Bilirubins. Die Differenz der mit 
beiden Lésungen bestimmten Extinktionswerte ergibt die auf die Farbstoffe 
der Petrolitherfraktion (Carotin, Xanthophyllester) entfallende Extinktion. 
Die Bestimmung des Bilirubins geschah nach Diazotierung: 20 cem des 
verdiinnten Extraktes (Lésung a) wurden in einem 25 cem fassenden MeB- 
kélbchen mit 1,0cem frischem Diazogemisch versetzt und 10 Minuten zur 
Kuppelung stehengelassen. Darauf wurden 2,5 ccm konzentrierte Salzsiure 
zugegeben, nach dem Abkiihlen mit Alkohol bis zur Marke aufgefiillt und 
durch einen Jenaer Filtertiegel G 4 unter Druck filtriert (vgl. hierzu J. Peter). 
Die meist blauviolette Lésung wurde ebenfalls in 10 em Schichtdicke im 
Spektrophotometer gemessen und aus der Lichtdurchlassigkeit bei 580 mu. 
der Extinktionskoeffizient berechnet. Hieraus wurde auf die Extinktion 
bei 450 my umgerechnet, nachdem diese vorher mit Bilirubinlésungen be- 
kannten Gehaltes bestimmt war. Die Differenz zwischen der so fiir das im 
Extrakt vorhandene Bilirubin gefundenen Extinktion und der Extinktion 
in dem Extrakt nach Petrolatherextraktion ergibt den auf die Farbstoffe 
der ,,X-Fraktion‘: entfallenden Lichtextinktionswert. 

Der Unterschied zwischen der Ablesung fiir den Gesamtfarbstoffwert 
des alkoholischen Extraktes vor und nach Petrolatherausschiittelung war 
bei Seren von gesunden, niichternen Versuchspersonen in der Regel sehr 
gering, so daB hier bei kleinen Ablesungsfehlern relativ groBe Fehlerméglich- 
keiten gegeben sind. In mehreren Versuchen bestimmten wir die Licht- 
absorption der Farbstoffe des Petrolaitherextraktes aus gréBeren Mengen 
Serum direkt (s. nachste Arbeit), wobei sich jedoch eine gute Uberein- 
stimmung ergab. 

Als quantitative Vergleichszahlen geben wir die aus der Lichtdurch- 
lassigkeit der Fliissigkeiten berechneten Extinktionswerte fiir eine Wellen- 
lange von 450 my und eine Schichtdicke von 10 em an, wobei immer eine 
Serumverdiinnung im Verhialtnis 1: 10 zugrunde gelegt wird. 

Um zu entscheiden, ob bei diesem Verfahren nicht auch Xanthophylle 
im Petrolather zu finden sind, haben wir folgenden Versuch gemacht: 
ein alkoholischer Extrakt von .Pferdeserum wurde zur Entfernung der 
petrolatherléslichen Farbstoffe mit Petrolather extrahiert und mit einem 
auf dieselbe Weise von diesen Farbstoffen befreiten alkoholischen Extrakt 
von Eidottern versetzt. In dieser Mischung, die keine Carotine und Xantho- 
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phyllester, wohl aber neben Bilirubin Xanthophylle des Serums und des 
Kidotterextraktes enthielt, wurde einmal mit dem Spektrophotometer die 
Lichtextinktion direkt bestimmt und dann, nachdem mit einem aliquoten 
Teil der Farbstoffmischung in genau der angefiihrten Weise die Petrol- 
aitherausschiittelung vorgenommen worden war. In beiden Fallen wurden 
vollstandig gleiche Lichtextinktionen gefunden. Somit ergibt sich, daB 
in unsere Petrolitherfraktion keine freien Xanthophylle iibergehen. 


In einigen Versuchen haben wir die Farbstoffe der Petrolather- 
fraktion in Carotin und Xanthophyllester durch Verseifung aufgeteilt. 
Zu diesem Zweck wurden einigen niichternen Personen gréBere Blut- 
mengen (50 bis 60 cem) entnommen und aus dem alkcholischen Extrakt 
des Serums, den wir diesmal unter Zusatz von 10% Petrolaither be- 
reiteten, die Petrolatherfraktion hergestellt. Die letztere wurde wieder- 
holt mit 87°,igem Methyl- oder Athylalkohol ausgeschiittelt. Diese 
alkoholischen Ausschiittelungen nahmen meistens aus dem Petrolather 
sichtbar keine deutlichen Mengen Farbstoff auf, was ebenfalls auf die 
Abwesenheit von freien Xanthophyllen im Petrolatherextrakt schlieBen 
laBt. Die gewaschenen Petrolatherausschittelungen wurden in zwei 
gleiche Teile geteilt (entsprechend je 10 cem Serum), wovon ein Anteil 
zur Bestimmung des gesamten in den Petrolither iibergegangenen 
Farbstoffs und der zweite Teil zur Bestimmung des unverseifbaren 
Anteils verwendet wurde. 


Die Verseifung nahmen wir nach den Angaben von Kuhn und Brock- 
mann! mit 5 %iger alkoholischer Kalilauge vor. Zu dem Petrolaitherextrakt 
wurde eine gleiche Menge 3 bis 4 % Wasser enthaltende alkoholische Kalilauge 
gegeben und mindestens 4 Stunden bei 37° stehengelassen. Es wurde darauf 
geachtet, daB eine homogene Mischung der alkoholischen und petrolatherischen 
Phasen erzielt wurde. In einigen Fallen? haben wir die Verseifung mit 
10°%igem alkoholischem Alkali sowie mit langerer Verseifungsdauer durch- 
gefiihrt, aber alle Versuche mit gleichem Resultat. Nach der Verseifung 
wurde die Lésung in einen Scheidetrichter tibergefiihrt und zur Trennung 
der beiden Phasen mit einer Wassermenge versetzt, die 20° der alkoholi- 
schen Phase entsprach. Die Petrolatherschicht wurde mehrmals mit reinem 
87 %igem Alkohol ausgeschiittelt, die gesammelten alkoholischen Extrakte 
wieder mit Petrolather und diese noch einmal mit Alkohol gewaschen. 
Die petrolatherischen Lésungen, sowohl des nicht der Verseifung unter- 
worfenen als auch des verseiften Anteiles, wurden bei gewéhnlicher 
Temperatur und im Dunkeln im Vakuum abgedampft. Der Riickstand 
wurde mit 96 %igem Alkohol zur Spektrophotometrie aufgenommen. Dabei 
zeigte sich, daB der Riickstand nur schwer vollstaéndig mit Alkohol in 
Lésung zu bringen war. Dies gelang jedoch leicht unter Zusatz von 
wenigen Tropfen Petrolither. Die Farblésungen wurden auf ein fiir die 
Spektrophotometrie geeignetes Volumen (meist 25 bis 30 ccm) gebracht, 
durch ein Jenaer Glasfilter filtriert und in der 10 cm-Kiivette spektro- 
photometriert. 


1 R. Kuhn u. H. Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem, 206, 41, 1932. 
— * §. nachste Arbeit. 
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Versuche. 


Die beschriebenen Auftrennungen haben wir an einer Reihe von Seren 
von niichternen gesunden und kranken Personen vorgenommen. Tabelle | 
enthalt die von niichternen gesunden Versuchspersonen erhaltenen Serum- 
farbstoffwerte. Die Bestimmungen | bis 9, 10 bis 13 und 14 bis 16 wurden 
je mit derselben Person vorgenommen. Die hinter den Extinktionswerten in 
Klammern aufgefiihrten Zahlen geben den prozentualen Anteil des be- 
treffenden Farbstoffes oder der Farbstoffraktion an der Gesamtextinktion 
der ersten Spalte an. ’ 


Tabelle IL. 


Serumtarbstoffwerte bei niichternen gesunden Personen. 





7g Ps ‘ ; 
Gesamt- Bilirubin als Petrolitherfraktion 


Ver- ; aaron Azobilirubin | (Carotin + Xanitho- X-Fraktion 
such Datum rr’ bestimmt | phyllester) E 450 
oe E 450 | E 450 
Vi. 5, VIL. 1933 0,678 — 0,117 (17,38 % 


1933 0,65 0,45 (69 %) 00 (0 %) 0,200(31  %) 
X. 1933 0,810 0,535 (66 %) 0,090 (11,1 %)) 0,185 (22,9 %) 
Vi. 28. X.1933) 1,08 0,824 (76,3°%) 0,105 (10,3 %)) 0.151 (13,4 °,) 
i XI. 1988], 0,988 0,693 (74.5%) 0,165 (17.6%) 00077(7.9 %) 
fi.) 8. XII. 1933) 0,488 0,340 (69,6 %) 0,020 ( 4,1 %)| 0,128 (26,3. % 
Vi. 29. XIE. 1933 0,930 0,477 (51,5%) 0,149 (16 %)| 0,304 (32,5 os) 
Vi. 10. 1.1934 0,886 0,751 (85,0%) 0,077 ( 8,7 %)} 0,058 ( 6,3. %) 
Vi. 10. IV. 1934 0,912 0,70 (76,5) 0,089 ( 9,75%)| 0,123 (13,75 °,,) 


10. S. 23. XI. 1983) 0,599 0,476 (79,5 %) 0,068 ( 9,2 %)| 0,070(21,8 %) 
11. S. 28. XII. 19383 0,797 0,309 (38,8) 0,186 (23,3 %)| 0,282 (37,9 %) 
12. §. 11. IV. 1984 0,915 0.635 (69,4°,) 0,148 (16.2 %)| 0,182(14,4 %) 
13. 8. 4. V. 1934 0,936 0,654 (69,9%) 0,090 ( 9,6 %)| 0,192 (20,5 %) 
k 
F 
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14. F. 8. 1.1984) 0,926 0,728 (78.5%) 0,149 (16,0 %)/ 0,049( 5,5 %) 
15. F.\ 11. 1.1934) 0,808 0,644 (79.6%) 0,077 ( 9,55%,)| 0,058 (10,8 %) 
16. F.) 10. IV.19384 0,818 0,589 (72 %) 0,077 ( 94 %)| 0,152 (18,6 %) 


17. A.| 14. XII. 1983) 1,007 0,653 (65%) 0,077 ( 7,65°%)| 0,277 (27,3 %) 
18. D. 15. XII. 1983) 0,588 0,381 (64,8%) 0,151 (25.7 %)| 0.050( 9.5 %) 
20, N.S. TL i934 O80k O71 (988%) 0.042 (52 49] OOILE LI &) 
b aol & » ae ' (91 (99,5 %_ ’ ’ /o)| Ys ’ % 
21. J. 9. IL 1934) 0,698 0,572 (81.9%) 0,085 ( 12.2%)| 0,041( 5.9 %) 
22. K. 12. IL 1934 1,127 0,969 (85.9%) 0,081 ( 7,3 °°) 0.0771 68 ©.) 
(1 


2) 
2 %) 0,126(15,0 %) 


Mittel . .. . . . 0,839 | 0,621 (74,0%)! 0,0948 
Mittlere Streuung 
vom Mittelwert: 0,127 0,139 (22,4 %) 0,0357 (37,7 %) 0,0726 (57,6 °,,) 


(15,2%) 


Die Gesamtabsorption bei 450mu zeigt in diesen untersuchten Seren 
betrachtliche Schwankungen, die auch in den an den gleichen Personen 
gemachten Bestimmungen zu bemerken sind. Im Durchschnitt der 22 Ver- 
suche betragt die mittlere Abweichung, ausgedriickt in Prozenten vom 
Mittelwert der Extinktionen fiir den Gesamtfarbstoff, 15,2 %. 


Die fiir Bilirubin mit Hilfe der Diazotierung bestimmten Werte liegen 
zwischen 65 und 90% der Gesamtfarbstoffwerte, ein Ergebnis, das mit 
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zahlreichen Bilirubinbestimmungen, die friiher in unserem Institut ausgefiihrt 
wurden, iibereinstimmt (vgl. J. Peter, |. c.). Aus dem Rahmen fallen der 
niedrige Wert in Versuch 11 und die hohen Werte in den Versuchen 19 und 20. 
Die Versuche zeigen, daB bei ein und derselben Versuchsperson, die immer 
morgens niichtern untersucht wurde, der Bilirubingehalt betrachtlich 
schwanken kann. So sehen wir z. B. in den Versuchen 1 bis 9 an derselben 
gesunden Person als niedrigsten Bilirubinanteil 51,5 und als héchsten 85% 
der Gesamtextinktion. Im Mittel aller Versuche betragt der Bilirubin- 
anteil rund 75°, der Gesamtfarbstoffmenge. Die mittlere Streuung ist 
fiir das Bilirubin betrachtlicher als fiir die Gesamtfarbstoffe; sie betragt 
22.4%. Die im Durchschnitt der Versuche fiir den Bilirubin-Azofarbstoff 
bei 450m ermittelte Extinktion von 0,621 entspricht einem Serumbilirubin- 
gehalt von 0,675 mg-°% (da EH 450 0,921 bei einer Serumverdiinnung 
1: 10 einem Serumbilirubingehalt von 1,0 mg-% entspricht). 


Die sich in der Petroldtherfraktion findenden Farbstoffe, hauptsiachlich 
Carotin und Xanthophyllester, sind in den 22 in Tabelle I aufgefiihrten 
Versuchen zu 4 bis 26%, durchschnittlich zu 11,2, an der durch die 
Gesamtfarbstoffe verursachten Extinktion beteiligt. In einem Versuch (2) 
wurde kein petrolatherléslicher Farbstoff gefunden. Entsprechend den 
groBeren Abweichungen der Einzelwerte voneinander ist die mittlere 
Streuung bei dieser Farbstoffgruppe bedeutender als bei den Gesamtfarb- 
stoffen und dem Bilirubin: sie betragt 37,7 °%% des mittleren Extinktionswertes. 

Die Farbstoffe der ,,X-Fraktion*: (letzte Spalte) sind mit durch- 
schnittlich 15% etwa in gleichem Mae an der Gesamtextinktion beteiligt, 
wie die Farbstoffe der Petrolitherfraktion. Wir finden hier Werte, die 
4 bis 38% der Gesamtextinktion ausmachen. Von allen anderen Farbstoff- 
gruppen (Gesamtfarbstoffe, Bilirubin, Petrolatherfraktion) zeigen die Farb- 
stoffe der X-Fraktion die gréBten Schwankungen: die durchschnittliche 
Abweichung vom Mittelwert der Extinktionen betragt 57,6 %. 


Carotinoide sind nach Kuhn und Brockmann (1. ec.) in 50% igem Alkohol 
nicht léslich. Serumbilirubin dagegen ist auch in dieser Alkoholkonzentration 
léslich. In acht Versuchen koagulierten wir Serum mit gleichen Teilen 
96 %igem Alkohol und bestimmten nach Zentrifugieren in der iiberstehenden 
Fliissigkeit einmal die Gesamtabsorption und ferner Bilirubin durch Diazo- 
tieren. Damit wollten wir einen Anhaltspunkt fiir das eventuelle Vorhanden- 
sein von ‘nichtcarotinoiden Farbstoffen in der X-Fraktion erhalten. Mit 
Ausnahme von zwei Versuchen erwies sich die aus der Gesamtabsorption 
errechnete Bilirubinmenge als identisch mit der durch Diazotierung be- 
stimmten: in den beiden anderen Proben war die Gesamtabsorption héher. 
In 48 °%igem Alkohol ist also in den meisten Fallen nur Bilirubin als Farb- 
stoff vertreten. 

In Tabelle II sind einige Werte von Seren kranker Versuchspersonen 
aufgetiihrt. Entsprechend der Heterogenitit des Materials sind auch die 
Schwankungen in den Extinktionswerten der einzelnen Farbstoffgruppen 
bedeutender als in den von gesunden Personen stammenden Seren. Hier 
zeigt lediglich die X-Fraktion eine etwas bessere Konstanz der Werte als 
in Tabelle I. In den Versuchen 3, 5, 6, 7 der Tabelle II finden wir einen 
hohen Bilirubinanteil (um 90%) an der Gesamtfarbstoffmenge bei mengen- 
mdaBig sowohl niedrigem (Versuch 5) als auch hohem Bilirubingehalt der 
Seren. In diesen Fallen finden wir in der Petrolatherfraktion (auch gegen- 
iiber der X-Fraktion) wenig Farbstoff. 
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Tabelle IT. 


Serumfarbstoffwerte bei niichternen kranken Personen. 





Gesamt- Bilirubin als Petrolitherfraktion 


Ver- inn ika farb- Azobilirubin (Carotin + Xantho- X-Fraktion 
such ag stoff bestimmt phyllester E 450 
E 450 E 450 E 450 | 


1. H.. Hypertonie 0,750 0,480 (64 %) 0,100 (13,8 °,) 0,170 (22.7%) 


2. G. | Posteommat. 


Zustand 0,606 0,426 (70,5°,) 0,099 (14.9 °,) 0,089 (14,6 %) 
3. H. Hypertonie 1,650 1,550 (94 %) 0,020 ( 1,2 %) 0,080 ( 48%) 


4. St. Carcinom 
Metastasen 0,479 0,370 (77,2 °,)) 0,075 (15,6 °,) 0,084 ( 7,2%) 


5. Sp. Sepsis lenta 0,299 0,273 (91,4°,) 0,008 ( 2,70%) 0,018 ( 5,9%) 


J. Ikterus 
Leberstauung 2,130 1,990 (983°) 0,010 (0,6 %) 0,180 ( 6.1%) 
7. Fr Aortenin- 


suffizienz 0,905 0,800 (885%) 0,040 ( 442°.) 0,056 ( 7.1%) 


8. KE.  Hypertonie 
A.-Sklerose 0,568 0,414 (71,4%) 0,088 (15,5 °,) 0,074 (13,2 %) 


Mittel . . .... | 0,923! 0,788 (81.2%); 0,05388( 85 %)/ 0,081 (11,4 %) 
Mittlere Streuung 
vom Mittelwert: 0,47 0,449 (62,6%)) 0,083 (61,5 °%) 0,036 (44,5°,) 
(51%) 


Die in zwei Nichternfallen durchgefiihrte Aufteilung der Petrol- 
atherfraktion ergab, wie die Zahlen der Tabelle III zeigen, einen Gehalt 
des unverseifbaren Farbstoffanteiles (Carotine) von 70 bis 80% gegeniiber 
dem Rest als Xanthophyllester. 


Tabelle IIL. 





Gesamtfarbstoff Nets. Vaseaiten 


t. Potrolather- Verseift “nverseifbares 
saan , Seaton E sn: 10) E 450 (1: 10) : yr seas nor 
E 450 (1 : 10) : B ; (berechnet) 
A 
1. 8S. nichtern . . 0,036 0,025 0,011 70% 
2. A. niichtern . . 0,054 0.045 0.009 83 07, 


Diskussion. 


An diesen Ergebnissen fallen vor allem die groBen Schwankungen 
auf, die der Bilirubingehalt innerhalb des Gesamtfarbstoffwertes des 
Serums zeigt,. Weiterhin laBt sich eine Beziehung zwischen dem Bilirubin- 
gehalt und dem Gehalt an Farbstoffen der X-Fraktion im Serum er- 
kennen, als welche die alkoholléslichen, petrolitherunléslichen, nicht 








14 F. Verzar, H. Siillmann u. A. Vischer: 


diazotierbaren Farbstoffe bezeichnet werden. Durchweg hoch liegen 
die Zahlen fiir die letztere bei relativ niedrigem Serumbilirubingehalt 
(z. B. in den Versuchen 2, 3, 6, 7, 11, 13, 17 der Tabelle I) und um- 
gekehrt. Deutlich zeigt diese Beziehungen auch das ikterische Serum 
in Versuch 6 (Tabelle 1) mit einem Bilirubingehalt von 93 und einem 
Anteil der X-Fraktion von nur 6%. Dieses gegeniiber dem Gang der 
Bilirubinwerte meistens inverse Verhalten der Werte fiir die Farbstoffe 
der X-Gruppe fiihrt zu dem Gedanken, daB in dieser Gruppe auch 
Farbstoffe vorliegen, die zu Bilirubin in einer genetischen Beziehung 
stehen, aber nicht wie dieses diazotierbar sind (Verzdr). Besonders im 
Hinblick auf den Hamoglobinabbau und der physiologischen (erythro- 
poetischen) Wirkung dieser Abbauprodukte (Verzdr!) kann die X-Frak- 
tion besonderes Interesse beanspruchen. Uber diese Frage sind weitere 
experimentelle Untersuchungen im Gange. 


Auf groBe Schwankungen im Carotinspiegel des Serums weist 
auch v. Drigalski? hin, der experimentell beim Vorliegen einer Carotin- 
amie den 27fachen Wert von den normalen Blutwerten fiir Carotin 
im Serum fand. Trotzdem wir in den hier aufgefiihrten Fallen die Seren 
von nichternen Versuchspersonen gewannen, kénnten dennoch die 
beobachteten Schwankungen, besonders der Petrolitherfraktion, von 
der Ernahrungslage der Versuchsperson abhangen. 


In den mit pathologischen Seren mit hohem Bilirubinanteil ge- 
machten Bestimmungen nimmt (neben der X-Fraktion) auch der 
Farbstoffanteil der Petrolatherfraktion bedeutend ab (Versuche 3, 5, 6 
und 7 in Tabelle II). Nachdem es schon v. Drigalskt &- c.) nicht gelang, 
in drei Fallen von Ikterus alimentaire Carotinamie zu erzeugen, scheint 
es nicht ausgeschlossen, daB zwischen den Blutlipochromen und dem 
Gallenfarbstoffgehalt im Blute eine Beziehung besteht. Wie weit der 
Organismus den Blutlipochromgehalt in engeren Grenzen reguliert, 
dariiber liegen noch keine geniigenden Erfahrungen vor. 


Zusammenfassung. 


1. Zur Aufteilung der Serumfarbstoffe in einzelne Fraktionen 
wurde eine Methode ausgearbeitet, die auf der spektrophotometrischen 
Bestimmung der Gesamtabsorption, der Absorption des Bilirubins (als 
Azofarbstoff), der Absorption der petrolatherléslichen Lipochrome 
(Carotine und Xanthophyllester) und der Absorption einer als ,,X-Frak- 
tion’ bezeichneten Farbstoffgruppe (Xanthophylle, Flavine und 
alkohollésliche, petrolitherunlésliche, nicht diazotierbare Farbstoffe) 


1 F. Verzar, Helv. biol. acta. Bern 1933. — 2 v. Drigalski, Zeitschr. f. 
Vitaminforschung 8, 37, 1934. 
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beruht. In einigen Fallen wurden ferner die petrolatherléslichen Lipo- 
chrome in verseifbare Xanthophyllester und unverseifbare Carotine 
aufgeteilt. 

2. An normalen und einigen pathologischen Seren wurde der Anteil 
dieser verschiedenen Farbstoffe bzw. Farbstoffgruppen an der Gesamt- 
absorption bestimmt. Bei normalen Seren war im Mittel vom Gesamt- 
farbstoffwert (Extinktion) 74°, Bilirubin (gleich 0,675 mg-%), 11°, 
Carotine und Xanthophyllester, davon etwa 8°, Carotin und 3°, 
Xanthophyllester; 15°, entfielen auf die ,,X-Fraktion™. 


3. Die bei Bilirubin beobachteten Schwankungen werden in der 
Regel durch entsprechende gegensinnige Schwankungen der Farb- 
stoffe der X-Fraktion ausgeglichen, was an mit dem Bilirubin in 
genetischem Zusammenhang stehende Farbstoffe in dieser Fraktion 


denken Jat. 











Uber eine Veranderung yon Xanthophyllen im Kérper nach 
der Resorption aus dem Darm. 
Von 
H. Siillmann und A. Vischer. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 6. August 1954.) 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen tiber die Aufteilung der 
Serumfarbstoffe in verschiedene Fraktionen! war die Méglichkeit 
gegeben, zusammen mit anderen Farbstoffen bzw. Farbstoffgruppen 
die Lipochrome des Serums zu bestimmen. Dem Léslichkeitsverhalten 
nach kénnen die Lipochrome in zwei Gruppen eingeteilt werden, in 
die vorwiegend  petrolatherléslichen Kohlenwasserstoffe (Carotine) 
und in die tiberwiegend alkoholléslichen Xanthophylle. In der ersteren 
Gruppe finden sich auch die Xanthophyllester, die aber nach Ver- 
seifung und Entmischung der petrolatherischen Lésung mit Alkohol 
von den Carotinen getrennt werden kénnen. 

Wir untersuchten, in welcher Weise der Lipochromgehalt des 
Serums durch Zufuhr von Lipochromen zu beeinflussen ist. Dazu 
wahlten wir die Verabreichung von rohem Eigelb. Der Hiihnereidotter 
enthalt neben groben Mengen Xanthophyllen nur geringe Mengen 
petrolatherlésliche Farbstoffe (Carotine, Xanthophyllester). | Somit 
konnte erwartet werden, da& wir nach der Resorption und dem Ubergang 
der Dotterfarbstoffe in das Blut diese nicht in der petrolather-, sondern 
in der Fraktion der alkoholléslichen Farbstoffe wiederfinden wirden 

vorausgesetzt, daB die freien Xanthophylle im Tierkérper keiner 
Veranderung, etwa einer Veresterung, unterliegen. 


Versuche. 

In zehn Versuchen wurden nach Verabreichung von rohen Eidottern 
im Serum nach der angegebenen Methode? samtliche Farbstoffgruppen 
bestimmt. In der Regel entnahmen wir der Versuchsperson vor der Verab- 
reichung von Eidottern eine Blutprobe zur Feststellung der normalen 
Serumfarbstoffwerte. 1 bis 1'/, Stunden nach Einnahme der Dotter wurde 
wieder Blut zur Bestimmung entnommen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I aufgefiihrt. Wie 
die Zahlen zeigen, wird die ,,X-Fraktion’, welche die petrolather- 
unléslichen, alkoholléslichen, nicht diazotierbaren, also mit Bilirubin 
nicht identischen Farbstoffe enthalt, nach Verabreichung der Eidotter 
nicht beeinfluBt, jedenfalls nicht in dem Sinne einer Steigerung ihrer 


l F. Verzdr, H. Stillmann u. A. Vischer, diese Zeitschr. 274, 7, 1934. 
2 Dieselben, ebenda. 
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Tabelle I. 





Petrolatherfraktion ee : 
(Carotin + Xantho- X-Fraktion 
phyllester) £ 450 


7450 V = 1:10 Gesamt- Bilirubin 
siete | farbstoff als Azobilirubin 


1.8. niichtern . . | 0,599 0,476 (79,5) 0,958 (9,2) 0,070 (21,3) 
S. 6 Eigelb .. 0,717 0,593 (70,15) 0,150 (20.92) 0,064 (8,92) 
2. Vi. niichtern . . 0,488 0,340 (69,6) 0,020 (4,1) 0,128 (26,3) 
Vi. 8 Eigelb . . 0,618 — 0.212 —_ 
Vi. nachsten Tag 0,685 0,567 (82,7) 0,015 (2,3) 0,103 (15,0) 
3. A. nachtern .. 1,007 0,653 (65) 0,077 (7,65) 0,277 (27.3) 
A. 8 Kigelb . . 1,146 0,833 (72,69) 0.268 (22,94) 0,945 (3,98) 
A. nachsten Tag 0,683 0,457 (68,7) 0,126 (18,2) 0,100 (14,0) 
4. X. niichtern . . 0,804 0,751 (93,8) 0,042 (5,22) 0,011 (1,1) 
X. 8 Kigelb . . 0,930 0,737 (79,24) 0,189 (20,32) 0,004 (0,44) 
5. J. niichtern . . 0,698 0,572 (81,94) 0,085 (12,18) 0,041 (5,86) 
J. 8 Eigelb. . . 0,864 0,569 (65,8) 0,229 (26,5) 0,066 (7,5) 
6. K. niichtern . . 1,127 0,969 (85,9) 0,081 (7,2) 0,077 (6,8) 
K. 8 Kigelb’. . 1,294 0,948 (73,2) 0,258 (20,0) 0,088 (6,8) 
7.8.9 Kigelb .. 0,873 0,488 (55,8) 0,324 (37,1) 0,061 (6,9) 
8. Vi. 8 Eigelb . . 0,739 0,415 (56,1) 0,269 (36,4) 0,055 (7,5) 
9. Sch. 8 Eigelb . 0,671 0,449 (66,9) 0,214 (31,8) 0,008 (1,27) 


10. 8S. Xanthophylle 
(Eigelbextrakt) . 1,000 0,636 (63,6) 0,244 (24,4) 0,120 (12,0) 


11. F. 200cem Sahne | 0,546 0,346 (62,7) 0,049 (8,9) 0,151 (30,8) 


Extinktionswerte. Dagegen ist eine solche Steigerung deutlich bei der 
Petrolatherfraktion zu erkennen. Gegeniiber einem Extinktionswert 
der von Niichternseren gewonnenen Petrolatherextrakte von durch- 
schnittlich 0,065 betragt der Extinktionswert nach Eidotterverab- 
reichung durchschnittlich 0,22, also das Dreifache des Normalwertes. 

Die dem Alkoholextrakt zugesetzten LEidotterfarbstoffe gehen 
nicht in den Petrolather tiber, wie aus dem bekannten Léslichkeits- 
verhalten der Xanthophylle auch zu erwarten ist (siehe die vorige Arbeit). 
Wir finden mithin in den Farbstoffen, die im Blute nach Eidotter- 
verabreichung in vermehrter Menge erscheinen, nicht die Léslichkeits- 
eigenschaften der freien Xanthophylle, sondern diejenigen der Carotine 
und Xanthophyllester wieder. Das wiberrascht, da im Eidotter fast 
ausschlieBlich freie Xanthophylle vorliegen. Wiirde sich die in fiinf 
bis zehn Eidottern vorhandene Menge Carotin (héchstens 0,7 y pro 
Yidotter) auf das ganze Blutvolumen verteilen, so ware im Blute kein 
Carotinanstieg zu bemerken. 

Um dieses Ergebnis jedoch in der Hinsicht, da es nicht die 
im Eidotter bereits vorhandenen minimalen Mengen Carotine und 
Xanthophyllester sind, die die Vermehrung des Farbstoffgehalts der 
Petrolitherfraktion verursachen, sicherzustellen, haben wir einen 
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Versuch (Tabelle 1, Versuch 10) mit einem Eigelbextrakt angestellt, 
der von den petrolatherléslichen Farbstoffen befreit worden war. 


Die Herstellung des Extraktes erfolgte auf die Weise, daB zehn Ei- 
dotter mit Alkohol koaguliert und extrahiert wurden. Der alkoholische 
Extrakt, der auf einen Wassergehalt von annaihernd 20°, gebracht wurde, 
wurde wiederholt mit Petrolather ausgeschiittelt. _Dabei gehen immer 
sichtbare Mengen Eidotterfarbstoff in den Petrolather iiber, die aber im 
Verteilungsversuch mit Alkohol wieder in diesen zuriickgeholt werden 
kénnen. [Bei einem geringeren Wassergehalt (10°,) des alkoholischen Ei- 
dotterextraktes gehen nur ganz geringe Mengen Farbstoffe in den Petrol- 
dither iiber.] Der mit Petrolather ausgeschiittelte alkoholische Extrakt wurde 
im Vakuum von Alkohol befreit und der Riickstand, der also keine petrol- 
aitherléslichen Farbstoffe mehr enthielt, einer Versuchsperson verabreicht. 

Wie bei den Proben mit nativen Eidottern finden wir auch hier 
eine deutliche Erhéhung des Farbstoffwertes der Petrolaitherfraktion, 
wihrend die auf die X-Fraktion entfallende Extinktion innerhalb der 
normalen Schwankungsbreite liegt. 

Man kann daran denken, dai mit der Resorption der Eidotterlipoide 
eine Mobilisation von Depotfettstoffen und damit eine Mobilisation von 
Organlipochromen stattfindet, die dann wenigstens teilweise — die 
erhéhten Werte der Petrolatherfraktion verursachen. Es ist bekannt, daB 
bei der alimentéren Lipaimie Organlipoide im Blute erscheinen. Deshalb 
wurde in Versuch 11 eine Lipamie durch Verabreichung von 200 cem Sahne 
erzeugt. Nach einstiindiger Resorptionszeit erwies sich das Serum als 
lipimisch. Die Petrolatherfraktion ergibt aber nur eine niedrige, normale 
Extinktion, so daB die alimentaire Lipaimie nicht Ursache der sonst beob- 
achteten Farbstoffzunahme in der Petrolatherfraktion sein kann. 

Besonders naheliegend erschien uns nun die Annahme, dab die 
resorbierten Eidotterxanthophylle im Blute zum gréBten Teil als 
Xanthophyllester erscheinen. Der Organismus besitzt allgemein die 
Fahigkeit, sowohl schon beim Ubertritt der Stoffe aus dem Darmlumen 
in das Schleimhautepithel, als auch in fast allen anderen Organen 
solche Estersynthesen ausfiihren zu kénnen. Um iiber diese Méglichkeit 
Anhaltspunkte zu erhalten, haben wir in weiteren Versuchen eine 
Abtrennung der Xanthophyllester vom Carotin in der Petrolather- 
fraktion durch Verseifung durchgefiihrt (Methodik siehe vorstehende 
Arbeit). 

In Tabelle II sind die Ergebnisse aufgefiihrt. Im selben AusmaBe 
wie in den Versuchen der Tabelle I lassen diese durch direkte Spektro- 
photometrie des Petrolitherextraktes gewonnenen Zahlen einen Anstieg 
dieser Fraktion im Fiitterungsversuch erkennen. Die Daten zeigen 
weiter, daB der Anteil des Unverseifbaren, also die Kohlenwasserstoff- 
Lipochrome (Carotine), sowohl im Niichtern- als auch im Eidotter- 
versuch rund 80°, des Gesamtfarbstoffwertes des Petrolatherextraktes 
ausmachen. Nachdem — wie oben erwaihnt — die Menge der Petrol- 
atherfraktion auf das Dreifache erh6ht wird und im Verhaltnis der ver- 
seifbaren Farbstoffe zu den unverseifbaren nach Eidotterfiitterung 
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Tabelle II. 





Gesamtfarbstoff . , , 
Nach Verseifen 


im Petrolither- Ms Verseift Un- 
Versuch ; om E “a a 10) F450 (1 :10) | verseifbares 
E450 (1:10) ; (berecnnet) 
A B Mi) 
1. S. niichtern . .. 0,036 0,025 0,011 70 
2. A. = onte: 4. 0,054 0,045 0,0085 83,3 
3. B. - 5a 0,098 — — — 
4.8. 8 Eidotter . . — 0,161 —- — 
5. S. 7 . tee 0,229 0,199 0,03 82 
6. S. 7 . = 0,25 — — — 
7. 8. 6 i epee 0,34 a — — 
Ss. Bi “ ok 0,21 0,18 0,03 85.5 
9. F.8 e 
(65 Resorption) . . 0,165 oa — — 
10. M. 6 Eidotter . . 0,175 0,145 0,03 83 
11. L. 8 ar 0,176 0,161 0,015 91,5 


keine Anderung eintritt, so hat mengenmdfig der Anteil auch der ver- 
seifbaren Xanthophyllester im  Fiitterungsversuch eine Steigerung 
erfahren. Der gréBte Teil des Anstieges faillt aber auf die Carotine. 
Bei einer Steigerung von 0,065 auf 0,220 entfallen auf erstere 0,023, 
auf letztere 0,092 (berechnet in Extinktionsmittelwerten). Die Fest- 
stellung, daB die Zunahme der Farbstoffe in der Petrolatherfraktion 
des menschlichen Serumextraktes nach Eidotterfiitterung zum _ iiber- 
wiegenden Teil von den unverseifbaren, dem Léslichkeitsverhalten 
nach der Kohlenwasserstoffgruppe angehérenden Farbstoffen bestritten 
wird, beansprucht ein besonderes Interesse. Die Eidotterfarbstoffe 
selber zeigen demgegeniiber aber gute Alkoholléslichkeit und geringere 
Léslichkeit in Petrolather; im Entmischungsversuch gehen sie, wie er- 
wahnt, in die alkoholische Phase. 

Auf Grund dieser Beobachtung ergibt sich, daB die Eidotterfarb- 
stoffe im Organismus einer Veranderung unterliegen, die ihre Léslich- 
keitseigenschaften verandert. 

Aus der gegeniber Niichternversuchen gefundenen Steigerung 
der verseifbaren Xanthophyllester nach Eidotterfiitterung kann ge- 
schlossen werden, daB der menschliche Organismus die Fahigkeit zur 
Bildung von Xanthophyllestern besitzt. Der gréBere Teil der Xantho- 
phylle erscheint jedoch mit den Léslichkeitseigenschaften der Carotine. 
Ob hier tiefergreifende Veranderungen, besonders in chemischer Be- 
zichung, etwa Abspaltung eines oder mehrerer Hydroxyle aus dem 
Molekil der Xanthophyllfarbstoffe, vorliegen, kann an Hand der mit- 
geteilten Beobachtungen noch nicht entschieden werden. Wir versuchen, 
auf andere Weise hieriiber AufschluB zu erhalten. 

DaB der tierische Organismus solehe oder ahnliche Eingriffe in die 
Molekiilstruktur der Carotinoide vorzunehmen befahigt ist, geht einmal 
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aus der Umwandlung des Carotins in Vitamin A im Tierkérper hervor, dann 
auch aus einer Feststellung von Virgin und Klussmann', daB der Vogel 
Carotin in Xanthophyll umwandelt und dieses als Vitamin- A- Quelle 
benutzt. Ferner diirften die Xanthophylle auch zur Erklarung der Wachs- 
tumswirkung von Hiihnereidottern, die nicht von ihrem geringen Carotin- 
und Vitamin-A-Gehalt herriihren kann, mit herangezogen werden (vgl. 
von Euler und Klussmann*). Ebensowenig erklart sich die Wachstums- 
wirkung von Mais aus seinem Carotin- und Vitamin-A-Gehalt. In diesem 
Zusammenhang interessiert eine Feststellung von Kuhn und Grundmann’, 
die in den Kelchen von Physalis und in gelbem Mais ein sauerstoffhaltiges 
Carotinoid (Kryptoxanthin, C,,H,,0) auffanden, das die Léslichkeits- 
eigenschaften der Kohlenwasserstoffe zeigte. Dieses Kryptoxanthin hatte 
bei A-frei ernihrten Ratten in Dosen von 5 bis 10 y je Tag gleiche 
Wachstumswirkung wie Carotin in Dosen von 2,5 y, diirfte im Organismus 
also einer Umwandlung in Vitamin A unterliegen. P. Miiller* sowohl als 
auch L. Heilmeyer® nehmen auf Grund spektrophotometrischer Unter- 
suchungen an, da die Serumlipochrome mit den Eigelblipochromen weit- 
gehend iibereinstimmen. Die beobachteten Maxima waren aber nur in 
Ather fiir den Eidotterfarbstoff und die Serumlipochrome identisch; in 
Schwefelkohlenstoff und Alkohol beobachtete Heilmeyer Abweichungen 
von einigen mu Ebenfalls aus spektrophotometrischen Messungen schlieBt 
Heilmeyer auf einen unveranderten Ubergang der Eidotterfarbstoffe in den 
menschlichen Organismus. Um das von uns festgestellte verinderte Léslich- 
keitsverhalten der in das Blut iibergegangenen Eidotterxanthophylle mit 
den erwihnten spektrophotometrischen Bestimmungen in Einklang zu 
bringen, ist in erster Linie daran zu denken, daB die Spektrophotometrie 
in den Fallen, in denen, wie im Serumlipochromkomplex, ein Farbstoff- 
gemisch vorliegt, nicht immer zu eindeutigen Resultaten fiihrt. Auch ist, 
z. B. nach den erwahnten Untersuchungen von Kuhn und Grundmann, 
das Kryptoxanthin spektroskopisch nicht von /-Carotin und Zeaxanthin 
zu unterscheiden. 
Zusammenfassung. 


1. Nach Verabreichung von Eidottern, die fast ausschlieBlich 
freie Xanthophylle als Carotinoide enthalten, wird im menschlichen 
Serum ein Anstieg der petrolatherléslichen, keine freien Xanthophylle 
enthaltenden Farbstofffraktion beobachtet. 

2. Die freien Xanthophylle des Serums nehmen in den Fiitterungs- 
versuchen nicht zu. 

3. Die Zunahme der Farbstoffe in der Petrolatherfraktion wird 
auf eine Verainderung der Xanthophylle, die nur zu einem Teil in einer 
Veresterung besteht, zuriickgefiihrt. 


1 Virgin u. Klussmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 213, 26, 1932. Uber 
eine Veranderung verfiitterter Carotinoide im Vogelorganismus vgl. auch 
H. Brockmann u. O. Vélker, ebenda 224, 193, 1934. — ? H.v. Euler u. 
E. Klussmann, ebenda 208, 50, 1932. — ® R. Kuhn u. H. Grundmann, Ber. 
d. Deutsch. chem. Ges. 66, 1746, 1933. — 4 P. Miiller, Klin. Wochenschr. 
11, 189, 1932. — > L. Hetlmeyer, Medizinische Spektrophotometrie, 8. 182. 
Jena 1933. 
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Die Veresterung von Cholesterin bei der Resorption 
aus dem Darm. 


Von 
E. Frélicher und H. Siillmann, 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


Eingegangen am 6. August 1934. 
gegang { 


Es ist bekannt, daB die Darmwand gegeniiber der Resorption von 
Stoffen der Sterinklasse eine in hohem Grade spezifische Auswah! trifft. 
Darin liegt eine der besonderen Schwierigkeiten der rein physikalisch- 
chemischen Erklirung der Resorptionsvorginge, worauf Verzir! hin- 
gewiesen hat. So haben die Untersuchungen von Schénheimer? und 
Mitarbeitern gezeigt, daB wohl Cholesterin, nicht aber Sitosterin und 
andere Pflanzensterine aus dem Darm in den Tierkérper aufgenommen 
werden. Es bedarf nur ganz geringer Abanderungen im Cholesterin- 
molekil, wie Wegfall der Doppelbindung durch Hydrierung, um das 
veranderte Sterin unresorbierbar zu machen. Selbst die Resorption 
des Allocholesterins, das sich vom Cholesterin nur durch eine Stellungs- 
isomerie des Wasserstoffs an einem Kohlenstoffatom unterscheidet, 
ist erschwert, wobei nach Schénheimer, v. Behring und Hummel an die 
Méglichkeit zu denken ist, da Allocholesterin als solches unresorbierbar 
ist und erst nach einer Umlagerung in Cholesterin resorbierbar wird. 
Hier liegen somit Verhaltnisse vor, die ,,an die Spezifitat der Fermente 
in ihrer Beziehung zum Substrat’4 erinnern. Daher ist es naheliegend, 
an die Mitwirkung eines fermentativen Prozesses bei der Cholesterin- 
resorption zu denken. In erster Linie ist die Esterbildung in Betracht 
zu ziechen, um so mehr, als Schénheimer und Yuasa® keine Veresterung 
von Pflanzensterinen im Tierkérper (Unterhautbindegewebe) nach 
weisen konnten, was auch die Unresorbierbarkeit der Phytosterine 
erklaren kénnte. 


Die Frage, ob und in welchem AusmaB eine Bildung von Cholesterin- 
estern bei der Resorption von freiem Cholesterin in der Darmwand statt- 
findet, sollte deshalb auf Anregung von Prof. F. Verzdr in den folgenden 
Versuchen beantwortet werden. Hierzu haben wir den Gehalt der 
Darmlymphe des Kaninchens an freiem und verestertem Cholesterin 
bei der Cholesterinresorption untersucht. Ein vermehrter Estergehalt 


1 F. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 32, 389, 1931. — ? R. Schénheimer, 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 1 u. ff., 1929. — #*% R. Schénheimer, 
H.v. Behring u. R. Hummel, ebenda 192, 117, 1930. — 4 Dieselben, ebenda. 


— 5 R. Schénheimer u. D. Yuasa, ebenda 180, 19, 1929. 
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in der Darmlymphe nach der Resorption von Cholesterin wiirde den 
SchluB auf eine Estersynthese in der Darmwand zulassen. Das AusmaB 
der Cholesterinestersynthese in der Darmwand kann gréBer sein, als die 
Untersuchung der Darmlymphe anzeigt, da ein Teil der gebildeten 
Ester wieder einer Spaltung unterliegen und in der Lymphe als freies 
Cholesterin erscheinen kann. Abnlich nimmt Sinclair! eine inter- 
mediare Bildung von Phosphatid bei der Fettresorption in der Darm- 
schleimhaut an; in der Darmlymphe des Kaninchens aber erscheinen 
nach Fettresorption nur etwa ein Fiinftel des Gesamtfettes als Phos- 
phatid (Siillmann und Wilbrandt?). 


Fiir die Bildungsméglichkeit von Cholesterinestern sind in bereits 
vorliegenden Arbeiten Anhaltspunkte gegeben. So beobachtete Zinserling® 
das Auftreten anisotroper Fettkérper (Cholesterinester) in der Darm- 
schleimhaut nach langdauernder Cholesterinresorption; nach einmaliger 
Cholesterinfiitterung wurde morphologisch am Darm jedoch nur das Bild, 
wie es die gewoéhnliche Fettresorption bietet, gesehen. Auf diese Weise 
kann nicht entschieden werden, ob es sich bei den erst nach langerer Fiitterung 
auftretenden Estern um aufgenommenes oder aber um zur Ausscheidung 
gelangendes Cholesterin handelt. Die letztere Auffassung erachtet Zinser- 
ling ebenso wie Wacker und Hueck* als die zunachst in Betracht 
kommende. Wir wissen, daS durch den Darm Lipoide ausgeschieden 
werden ®, insbesondere, da® der Darm ein Ausscheidungsorgan fiir Cholesterin 
darstellt. 


Von J.H. Miiller® wurde freies und gebundenes Cholesterin in der 
Lymphe des Ductus thoracicus des Hundes nach Cholesterinfiitterung 
bestimmt mit dem Ergebnis, daB ein Teil des resorbierten Cholesterins in 
der Ductuslymphe in Esterform auftrat. Gegen die Deutung dieser Befunde 
im Sinne einer Esterbildung in der Darmwand wahrend der Cholesterin- 
resorption lat sich vor allem einwenden, daB die Ductuslymphe nicht nur 
der Darmwand entstammt, sondern noch aus anderen Ko6rperteilen (in 
Betracht kommen hier besonders Leber und Lunge) erheblichen ZufluB 
erhalt, und da somit der in der Lymphe nach Cholesterinresorption ge- 
fundene erhéhte Estergehalt auch anderen Quellen als denen des Darms 
entstammen kénnte. Einen ahnlichen Einwand gegen die Eindeutigkeit 
seiner Ergebnisse bringt Miller selbst. In Versuchen von Siillmann und 
Wilbrandt iiber den Phosphatidgehalt von Ductus- und Darmlymphe nach 
Fettresorption wurde die Erfahrung gemacht, da8 die Ductuslymphe des 
Kaninchens einen durchschnittlich doppelt so hohen Phosphatidgehalt 
hat wie die Darmlymphe. Ferner wurde beobachtet, da8 die Lymphe des 
Ductus thoracicus nach Fettresorption ein unregelmaéBiges Verhalten zeigt, 
was vermutlich auf den Zustrom von nicht aus dem Darm stammender 
Lymphe zuriickgefiihrt werden mu8. Wir wahlten deshalb zur Untersuchung 
dieser Frage die Darmlymphe. 


' Sinclair, J. of biol. Chem. 82, 117, 1929. — ? H. Stllmannu. W. Wil- 
brandt, diese Zeitschr. 270, 52, 1934. — * W. Zinserling, Beitr. path. Anat. 
71, 292, 1923. — 4 L. Wacker u. W. Hueck, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 74, 416, 1913. — > Rony, Mortimer u. Ivy, J. of biol. Chem. 102, 
161, 1933. — ® J. H. Miiller, ebenda 22, 1, 1915. 
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Methodisches, 


Die Versuche wurden an etwa 2,5 kg schweren Kaninchen ausgefiihrt, 
die 2 Tage vor Versuchsbeginn kein Futter erhalten hatten. Die entsprechend 
(s. Versuchsreihen 1, 2 und 3) gefiitterten Kaninchen wurden 6 bis 8 Stunden 
sich selbst iiberlassen. Nach dieser Zeit wurden die Tiere mit einer 25 °,igen 
Lésung von Urethan (intravenéds 2cem/kg Tier) narkotisiert. Bei Er- 
6ffnung der Bauchhéhle wurde eine etwas gréBere Narkosetiefe durch 
kurze Atherinhalation bewirkt. Die Darmlymphe wurde auf die gleiche 
Weise, wie sie in der Arbeit von Stllmann und Wilbrandt (1. ¢.) angefiihrt 
ist, vor der Cysterna chyli gesammelt. Wir nahmen in diesen Versuchen 
(mit Ausnahme der Versuche 1 und 2) jedoch von der Unterbindung der 
Vena anonyma Abstand, um einen vielleicht méglichen RiickfluB von nicht 
aus dem Darm stammender Lymphe zu vermeiden. Die erhaltenen Lymph- 
mengen schwankten bei einem durchschnittlichen zweistiindigen Sammeln 
zwischen 3,5 und 10 ccm. 

Zur Bestimmung des Cholesterins wurde die gesammelte und gewogene 
Lymphe in die 15- bis 20fache Menge Alkohol-Ather (3:1) gegeben, zur 
Extraktion des Cholesterins 24 Stunden stehengelassen und nach kurzem 
Aufkochen in ein MaBkélbchen filtriert. Der Riickstand auf dem Filter 
wurde mit Alkohol-Ather und zuletzt mit Ather ausgewaschen. Aliquote 
Teile der auf ein bestimmtes Volumen gebrachten Lésung wurden in Zentri- 
fugenglaschen gegeben und im Wasserbad bis auf wenige Tropfen ein- 
gedampft. Eine Probe diente zur Bestimmung des freien, eine andere zur 
Bestimmung des Gesamtcholesterins. Die Bestimmung des freien Chole- 
sterins geschah nach Zusatz von 2 cem einer | °oigen Lésung von Digitonin 
(Merck) in 80% igem Alkohol. Die Fallung wurde mindestens 2 Stunden 
stehengelassen, dann scharf zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit 
mit einer feinen Kapillare abgesaugt und der Riickstand im Zentrifugenglas 
der Reihe nach mit 70° igem Aceton, mit reinem Aceton und zum SchluB 
mit Wasser ausgewaschen. Zur Entfernung von Spuren von Aceton 
wurden die Glaschen wahrend 1 Stunde in einen Trockenschrank bei 80° 
gestellt. 

Die Bestimmung des Cholesterins in dem Cholesterin-Digitoninnieder- 
schlag erfolgte oxydimetrisch (vgl. Szent-Gydérgyi'). Hierzu wurde in das 
Glaschen eine abgemessene Menge von Chromschwefelsiure (5° Kalium- 
bichromat in konzentrierter Schwefelsiure) gegeben, der Niederschlag 
mittels eines Glasstiibchens fein suspendiert und die Glaschen fiir 20 Minuten 
in einen Trockenschrank gesetzt, der auf 100° eingestellt wurde. Nach dem 
Abkiihlen wurde das Oxydationsgemisch in Erlenmeyer-Koélbchen iiber- 
fiihrt und fiir je 10 cem verwendetes Oxydationsgemisch mit 80 cem Wasser 
verdiinnt. Nach Zusatz von KJ erfolgte Titration mit n/10 Na,S,O,. In 
Versuchen mit reinem Cholesterin (.Werck), mit dem wir den ganzen Analysen - 
weg durchmachten, fanden wir, daB 1 mg Cholesterin eine 8,4 ccm n/10 
Na,S,O0, entsprechende Menge verbrauchten Oxydationsgemisches ent- 
sprach. 

Beispiel fiir eine Berechnung: 10 cem K,Cr,0;,—H,SO, verbrauchen 
15cem n/10 Na,S,O, (Blindversuch); nach Oxydation eines Cholesterin- 
Digitoninniederschlages verbraucht in einem anderen Versuch dieselbe 
Menge des Oxydationsgemisches nur 9 cem n/10 Na, S,O,. Fiir die Oxydation 


1 Szent-Gyorgyi, diese Zeitschr. 136, 112, 1923. 
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des Cholesterin-Digitoninniederschlages wurden mithin eine 6cem n/10 
Na, 58,0, entsprechende Menge Kaliumbichromat verbraucht, entsprechend 
0,71 mg Cholesterin. Zur Bestimmung des Gesamtcholesterins wurde der 
Abdampfriickstand mit 2,5 cem einer 5%igen Lésung von Natriumiéthylat 
versetzt und unter Aufsetzen eines RiickfluBrohres 3 Stunden im Wasserbad 
erhitzt. Die verseifte Lésung wurde entweder direkt mit Petrolather aus- 
geschiittelt oder aber bequemer unter Zusatz von Phenolphthalein mit 
alkoholischer Salzsaure neutralisiert, vom abgeschiedenen Kochsalz ab- 
zentrifugiert, der iiberstehende, das Cholesterin enthaltende Alkohol in 
ein zweites Zentrifugenglas tibergefiihrt und der Riickstand noch dreimal 
mit Petrolather ausgewaschen. Der Petrolather wurde ebenfalls in das 
den Alkohol enthaltende Glaschen gebracht und in einem schwach erwarmten 
Wasserbad abgedunstet. Fallung usw. geschah, wie bei freiem Cholesterin 
angegeben. 

In Versuchen mit reinem Cholesterin fanden wir nach dreistiindiger 
Verseifung die angewandte Menge ohne Verluste wieder; in Kontroll- 
versuchen mit Blut und Lymphe, bei denen wir auch linger verseiften (bis 
5 Stunden im Wasserbad oder 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
lieBen), wurden gegeniiber der dreistiindigen Verseifung keine gréReren 
Cholesterinmengen gefunden, so daB wir nach dem angewandten Verfahren 
vollstandige Verseifung der Cholesterinester annehmen kénnen. © Die Ab- 
weichungen der mit den Lymphproben durchgefiihrten Doppelanalysen 
liegen in der Regel unter 5°,. Trotzdem miissen wir eine gr6éBere Fehler- 
grenze bei unseren Ergebnissen annehmen. Es ist bekannt, daB mit der 
Digitoninmethode nur dann zuverlassige Absolutwerte erhalten werden, 
wenn die zur Fallung verwendete Digitoninmenge der vorhandenen Chole- 
sterinmenge angepaBt wird. Wir arbeiteten in unseren Versuchen jedoch 
mit unterschiedlichen Lymphmengen und mit Lymphproben, die in ihrem 
Cholesteringehalt erheblicher variierten, als dies bei Serum oder Blut der 
Fall zu sein pflegt. Mit Schénheimer und Dam', die unter diesen Verhalt- 
nissen der iiblichen Digitoninmethode einen Fehler bis zu 10°, zuschreiben, 
miissen wir auch fiir unsere Ergebnisse Abweichungen annehmen, die etwa 
dieser Fehlerbreite entsprechen. Die Resultate mit Normallymphe diirften 
jedoch als genauer anzusehen sein, da hier der Cholesteringehalt verhaltnis- 
maBig regelmaBig war. 

Zur, Bestimmung des Gesamtfettes und des Phosphatidphosphors 
wurde ein aliquoter Teil des Alkohol-Atherextraktes eingedampft, der 
Riickstand mit trockenem Ather extrahiert, die Atherlésungen filtriert 
und abgedunstet. Die Bestimmung des Gesamtfettes geschah gravi- 
metrisch und diejenige des Phosphatidphosphors nach Veraschung mit 
H,SO,—HNO, kolorimetrisch. 


Versuche. 
1. Versuchsreihe. Der Cholesterin- und Cholesterinestergehalt der Darmlymphe 
von Normaltieren. 


Die Tiere dieser Reihe erhielten, um einen normalen LymphfluB zu 
erreichen, einige Stunden vor dem Versuch 50 cem physiologische Kochsalz- 
lésung oder eine Lésung von 2% Starke und 2% Traubenzucker mit der 


1 R. Schénheimer u. Dam, Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 60, 1933. 
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Magensonde. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I zusammengefaBt. 
Sie sind den weiteren Untersuchungen als Normalwerte zugrunde gelegt. 
Im Durchschnitt der Versuche wurden 33,6 mg-°, Gesamtcholesterin in der 
Darmlymphe gefunden, wovon im Mittel 17,1% auf Cholesterinester ent- 
fallen. 51°, des Gesamtcholesterins liegen also in veresterter Form vor. 
In zwei der Versuche wurde der Esteranteil unter 50°, (niedrigster Wert 
37%), in den anderen Versuchen iiber 50% (héchster Wert 65,5°,) des 
Gesamtcholesterins gefunden. Die durchschnittliche Abweichung vom 
Mittelwert betragt bei Gesamtcholesterin 8,1%, fiir freies Cholesterin 
16,2° und fiir Cholesterinester 21,9. Der Gesamtcholesteringehalt der 
untersuchten Darmlymphproben zeigt also eine verhaltnismaBig gute 
Konstanz, waihrend die mittlere Streuung, wenn auch nicht absolut, pro- 
zentual beim Estercholesterin und freien Cholesterin gréBer ist. 


Tabelle I. 


Normalversuche. 





bie — es — Freies Cholesterin- 0), Ester 
sated ? FOSa - der ole- ’ taunt + o = 
“—e Versuch ten Lymphe Resorp- _ sterin coantitat omer ides Gesamt- 
: Hoa cholesterins 
Nr. eem mg-°/, mg-°!» mg-°/» 
15 = Starke-Zucker 3,2 7h’ =: 29.8 18,7 11,1 87,3 
16 a 7,0 6 30 33,3 19,5 13,8 41,5 
17 ws 46 6 30 34,2 15,6 18.6 54.5 
29 Na Cl 9.0 6 45 80,9 10,7 20,2 65,5 
26 Na Cl 7,5 § 00 39,8 18,0 21,8 55,0 
MMM sg isch ay ok athe gir he eee ee 33,6 16.5 17,1 50,8 
Mittlere Abweichung vom Mittelwert . 42,72 + 2,68 + 3.72 
VT MUWORUNE 5 oe ee a we eK 8,1 16,2 21,9 


2. Versuchsreihe. Cholesterin und Cholesterinester in der Darmlymphe nach 
Fiitterung mit Cholesterin (mit und ohne Triolein). 


Die niichternen Kaninchen erhielten eine Emulsion von 1,5 bzw. 2g 


Cholesterin (Merck) in 20 cem Triolein und 20cem Wasser ebenfalls per 
Magensonde. Triolein wurde benutzt, um die Resorption des Cholesterins 
aus dem Darm zu férdern; gegeniiber dem Olivenél und anderen pflanz- 
lichen oder tierischen Fetten bietet es den Vorteil, daB es cholesterinfrei 
ist. In diesen Versuchen sollte festgestellt werden, in welcher Menge und 
in welchem Verhaltnis Cholesterin und Cholesterinester in der Darmlymphe 
des Kaninchens nach Cholesterinresorption auftreten. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle II zusammengefaBt. Die Versuche 24 und 25 sind in der Tabelle I 
gesondert aufgefiihrt, da hier nur eine geringe Menge Triolein (5 ecm) 
dem Cholesterin beigegeben wurde. In allen iibrigen Versuchen ergibt sich 
eine bedeutende Zunahme des Cholesteringehaltes der Darmlymphe nach 
Cholesterinfiitterung. NaturgemaéiB schwankt der Cholesteringehalt be- 
trachtlich, da erstens die Tiere mit verschiedener Intensitaét resorbieren 
und wir zweitens die Lymphproben zu einem mehr oder weniger willkiiriich 
gewahlten Zeitpunkt sammelten, somit Ergebnisse verschiedener Resorp- 
tionsstadien erhielten. In den Versuchen 9 und 14 fiitterten wir an drei 
aufeinanderfolgenden Tagen Cholesterin und Triolein und nahmen erst 
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nach dieser dreitagigen Resorptionszeit die Operation vor. Beide Kaninchen 
zeigten nach der wiederholten Fiitterung Durchfalle. Versuch 9 zeigt einen 
Cholesteringehalt der Darmlymphe von nahezu 400 mg-%, der héchste 
von uns beobachtete Wert. In dem in gleicher Weise angestellten Versuch 14 
wurden nur 150 mg-% gefunden. Diese Unterschiede weisen auf eine Ver- 
schiedenheit der Kaninchen bei der Cholesterin- und Fettresorption hin, 
wie sie auch von Deicke! gefunden wurde. Gegeniiber den Normalversuchen 
sehen wir in diesen Resorptionsversuchen eine Steigerung des Cholesterin- 
gehaltes in der Darmlymphe um maximal rund das Zehnfache, im Durch- 
schnitt um das Sechsfache. Im Verhaltnis zu den im nachsten Teil zu be- 
sprechenden Versuchen mit reiner Trioleinfiitterung der Tabelle III ist 
diese Steigerung zwar geringer, sie betragt aber auch hier im Durchschnitt 
das Dreifache. 

Der Gehalt an Gesamtcholesterin in der Lymphe ist in den Versuchen 24 
und 25 geringer als in den anderen Cholesterinresorptionsversuchen. Die 
Ursache hierfiir ist darin zu sehen, daB in diesen Versuchen nur 5 cem 
Triolein (statt 20 cem in den anderen Versuchen) dem Cholesterin  bei- 
gegeben wurden. Der hierhergehérige Parallelversuch mit reiner Triolein- 
fiitterung ist der in Tabelle III wiedergegebene Versuch 23. Gegeniiber 
diesen zeigt einer der beiden Cholesterinversuche (24) keine, der andere (25) 
eine nur unbedeutende Vermehrung des Gesamtcholesterins in der Lymphe 
um 30%. 

Von besonderem Interesse ist der Gehalt der Resorptionslymphe an 
Cholesterinester. Es ergibt sich, daB nach Cholesterinfiitterung in der 
Darmlymphe eine bedeutend erhéhte Menge Cholesterinester zu finden ist. 
Am bedeutendsten ist diese Erhéhung in Versuch 12 mit 113 mg-°% Chole- 
sterinester; sie betragt hier das Siebenfache der durchschnittlich in den 
Normalversuchen gefundenen Cholesterinestermengen. Im Mittel der in 
der Tabelle II aufgefiihrten Versuche 4, 6, 8, 9, 12, 14 betragt diese Ver- 
mehrung der Ester rund das Vierfache des Durchschnittswertes der Normal- 
versuche. Ziehen wir die Versuche nach reiner Trioleinresorption der 
nachsten Versuchsreihe in Betracht, so ist die Estervermehrung nach 
Cholesterin-Trioleinresorption noch bedeutender, da wir nach Triolein 
allein in den meisten Versuchen eine Abnah.ne des Cholesterinestergehaltes 
der Darmlymphe fanden. 

Durchschnittlich ist der prozentuale Esteranteil am Gesamtcholesterin 
in dieser Versuchsreihe etwas geringer als in den Normalversuchen. Das 
bedeutet, daB8 nach Cholesterinresorption das freie Cholesterin in der Darm- 
lymphe durchschnittlich starker angestiegen ist als das veresterte Chole- 
sterin; das Verhaltnis von freiem zu verestertem Cholesterin, das in den 
Normalversuchen etwa |: 1 ist, ist in diesen Versuchen etwas zuungunsten 
des Esteranteiles verschoben. Jedoch fallen in den Versuchen 4, 12, 14, 24 
und 25 der Tabelle Il die Werte fiir den prozentualen Esteranteil noch in 
die Grenzen der hierfiir in den Normalversuchen erhaltenen Ergebnisse. 
Wir kénnen somit folgern, da®B bei der Resorption von Cholesterin ein 
erheblicher Anteil des resorbierten Cholesterins in der Darmlymphe in 
veresterter Form erscheint. Nachdem Gallenséiuren die Resorption von 
Cholesterin aus dem Darm férdern (Schénheimer*), lie® sich daran denken, 
daB mit Hilfe der Galle in feiner Emulsion zugefiihrtes Cholesterin ebenfalls 


1 Q. Deicke, Krankheitsforsch. 3, 399, 1926. — ? R. Schénheimer, diese 
Zeitschr. 147, 258, 1925. 
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zur Resorption gelangen kann. Wir stellten uns daher durch EingieBen 
einer acetonischen Lésung von 1 g Cholesterin in Wasser und Vertreiben 
des Acetons durch Erwarmen eine Cholesterinsuspension her, die wir einem 
Kaninchen mittels Sonde verabfolgten (Versuch 27). Nach siebenstiindiger 
Resorption wurde Darmlymphe gesammelt, die sich in ihrem Aussehen 
nicht von der niichternen Lymphe unterschied. Die Untersuchung auf 
Cholesterin ergab folgendes Resultat. Gesamtcholesterin: 52 mg-%, freies 
Cholesterin: 28,6 mg-%, °% Cholesterinester vom Gesamtcholesterin: 45. 
Nach alleiniger Cholesterinfiitterung findet also ebenfalls ein Anstieg des 
Gesamtcholesterins in der Lymphe (in unserem Versuch um fast das Doppelte) 
statt; der Anstieg des Cholesterinestergehaltes ist fast ebenso groB wie 
der des freien Cholesterins, so daB in diesem Versuch ein Verhaltnis von 
freiem zu verestertem Cholesterin von nahezu 1: 1 wiedergefunden wird. 


Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist also, dap bet der Cholesterin- 
resorption ein groper Teil des Cholesterins in der Darmlymphe in ver- 
esterter Form erscheint. Lie Bildung dieses Anteiles der Cholesterin- 
ester kann nur in der Darmschleimhaut erfolgt sein. 


3. Versuchsreihe. Cholesterin- und Cholesterinester in der Darmlymphe nach 
Fiitterung von reinem Triolein. 


Diese Versuche wurden in erster Linie deshalb unternommen, da wir 
in den Resorptionsversuchen mit Cholesterin der vorigen Versuchsreihe 
meistens zusammen mit Cholesterin Triolein als Lésungsmittel fiitterten. 
BeeinfluBt Triolein allein den Cholesteringehalt der Darmlymphe, so muB8 
dieser EinfluB bei der Beurteilung der Ergebnisse der Cholesterinversuche 
beriicksichtigt werden. 

Wie die Zahlen der Tabelle III zeigen, liegt der Cholesteringehalt in 
der Darmlymphe des Kaninchens nach Verfiitterung von reinem Triolein 
in der Tat héher als bei den Normalversuchen. Im Durchschnitt von sechs 
Versuchen betragt der Gehalt an Gesamtcholesterin, der in den einzelnen 
Versuchen betrachtlich schwankt, nach Trioleinfiitterung 60 mg-°, gegen- 
iiber 34 mg-% bei den Niichternversuchen. Besonders auffallend sind die 
fiir die Cholesterinester erhaltenen Werte. In vier von sechs Versuchen 
(in Versuch 22 wurde Gesamtcholesterin nicht bestimmt) wurden fast keine 
Ester gefunden; den héchsten Esteranteil ergab in diesen Versuchen Ver- 
such 3 mit 8,5°% Cholesterinester. In den Versuchen 19 und 21 dagegen 
wurden rund 35 % Cholesterinester gefunden. Die Lymphe zeigte ein milchiges 
Aussehen. Trotzdem diese Tiere nach der Oleingabe Durchfalle hatten, ist 
also Fett resorbiert worden. 

Es fragt sich, woher dieser erhéhte Cholesteringehalt nach Triolein- 
fiitterung stammt. Aus Untersuchungen von Sperry!, Beuwmer und Hepner?, 
Schénheimer und v. Behring? und anderen geht hervor, daB der Darm die 
Hauptausscheidungsstatte fiir die Sterine ist. Das mit dem Cholesterin 
in den Darm ausgeschiedene Dihydrocholesterin ist nicht riickresorbierbar 
und wird in den Fazes wiedergefunden, wahrend das Cholesterin sicher zu 


! Sperry, J. of biol. Chem. 68, 357, 1925; 71, 371, 1927; 82, 560, 1929; 


85, 455, 1930. — ? H. Beumer u. F. Hepner, Zeitschr. f. exper. Med. 64, 
787, 1929. — 3 R. Schénheimer u. H. v. Behring, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 192, 102, 1930. 
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einem Teil — und soweit es im Darmlumen nicht der Umwandlung in 
Koprosterin anheimfallt (vgl. hierzu M. biirger und W. Winterseel!) — 
wieder riickresorbiert wird. Weiter gelangt auch mit der Galle eine er- 
hebliche Menge Cholesterin in den Darm. Der von uns beobachtete erhéhte 
Cholesteringehalt in der Darmlymphe nach reiner Fettnahrung kann dem- 
nach auf einer Férderung der Riickresorption des durch den Darmsaft 
und durch die Galle in das Lumen gelangten Cholesterins durch das ver- 
abfolgte Fett zuriickgefiihrt werden. Fiir die Annahme, daB der Darm als 
ein Ausscheidungsorgan fiir die Kérperlipoide fungiert, und fiir die teilweise 
Riickresorption der ausgeschiedenen Lipoide sind die Angaben hieriiber 
von Rony, Mortimer und Ivy? von Interesse. Sie fanden, daB die Haupt- 
quelle fiir das vermehrte Fett in der Lymphe von hungernden Hunden der 
Darm ist; nach Entfernung des Darmtractus wurden in der Lymphe von 
Hungertieren nur niedrige Fettsiurewerte gefunden. Zur Riickresorption 
ist Galle notwendig, die darin vorhandene Fettmenge geniigt aber nicht, 
um die Zunahme der Lipoide in der Hungerlymphe zu erklaéren. Daher 
wird angenommen, da8 Lipoide vom Blut in die Mucosa iibergehen und 
von dieser in das Darmlumen sekretiert werden; zur Riickresorption der- 
selben bedarf es der Galle. Durch diese Untersuchungen erscheint auch die 
Annahme berechtigt, daB das verfiitterte Triolein die Riickresorption des 
in das Lumen ausgeschiedenen Cholesterins fordert und so die beobachtete 
Cholesterinzunahme in der Darmlymphe erklart. Es erscheint nicht aus- 
geschlossen, daB an dem in der Darmlymphe vermehrt auftretenden Chole- 
sterin nach Trioleinfiitterung in den Zellen der Darmmucosa vorhandenes, 
zur Ausscheidung bereites Cholesterin teilnimmt. 


In zwei Versuchen fanden wir, daB die Darmschleimhaut des Kaninchens 
(mit 1,9 bzw. 1,6°% Cholesterin, berechnet auf Trockensubstanz) so gut wie 
kein verestertes Cholesterin enthielt. Ein Ubergehen von in den Schleim- 
hautzellen vorhandenem freiem Cholesterin in die Darmlymphe wiirde 
damit auch das in der Mehrzahl der Versuche beobachtete Auftreten von 
nur ganz geringen Estermengen in der Lymphe nach Trioleinresorption 
erklaren. Als Hauptquelle werden wir jedoch im Anschlu8 an die genannten 
Arbeiten das aus dem Lumen riickresorbierte Cholesterin anzusehen haben. 


4. Der Lipoidkomplex der Darmlymphe. 


Bekanntlich bestehen zwischen den einzelnen Komponenten des 
Lipoidkomplexes im Blut und in vielen Organen enge Beziehungen. Da 
nun die Darmwand keineswegs eine nur passive Rolle bei der Resorption, 
vor allem nicht bei der Fettresorption spielt, kénnte daran gedacht werden, 
da bereits in der Darmlymphe der Lipoidkomplex in seiner Zusammen- 
setzung mehr oder weniger charakterisiert ist. Einerseits wissen wir, daB 
bei Neutralfettfiitterung in der Lymphe auch der Phosphatidgehalt zu- 
nimmt; die vorstehenden Versuche zeigen ferner, daf unter denselben 
Bedingungen auch der Cholesteringehalt der Darmlymphe steigt. In einigen 
Versuchen haben wir deshalb in der Darmlymphe neben dem Cholesterin- 
noch den Gesamtfett- und Phosphatidgehalt bestimmt. Diese Be- 
stimmungen konnten nur in solchen Fillen gemacht werden, in denen uns 
geniigende Mengen Lymphe zur Verfiigung standen. 


1 M. Birger u. W. Winterseel, Zeitschr. f. exper. Med. 66, 463, 1929. 
— 2? H.R. Rony, B. Mortimer u. A. C. Ivy, J. of biol. Chem. 102, 161, 1933. 
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Tabelle IV. 


Gesamtfett- und Phosphatidgehalt in der Darmlymphe. 





Ver- on (et. ale Lecithin) Cholesterin Neutralfett 
such Versuch fete /0 » des 0/, des 0), des 
0/9 |Gesamt-. %/) |Gesamt % 9 ‘Gesamt- 
Nr O% | fettes fettes fettes 
8 | setlaie ( 116 0,095 82 0,13 112 0,935 80,6 
14 . : , 228 0,19 84 0,15 6.6 1,94 85 
a5 ||| + Cholesterin | 0/86 | 0,0875| 10.2 | 0,065 7,55 0.71 | 82,6 
13 Triolein 2,05 O15 7,3 | 0,087 1,8 | 1,86 90.9 
26 NaCl 0,37. 0,940 108 0,04 10,8 | 0,29 78,3 
27 Cholesterin 0,28 0,036 13,0 0,052 18,6 0,192 | 68,5 


In Tabelle TV sind die Ergebnisse von sechs solechen Versuchen auf- 
gefiihrt. Aus den ersten drei Versuchen (Versuche 8, 14 und 25), in denen 
Cholesterin mit Triolein gefiittert worden war, laBt sich eine Beziehung 
der Héhe des Gesamtfettes bzw. des Neutralfettes (plus freie Fettsaure) 
zu dem Gehalt an Phosphatid und Cholesterin in der Darmlymphe er- 
kennen. Mit dem Gesamt- bzw. Neutralfettgehalt in der Lymphe steigen 
auch die Werte fiir die Phosphatide und das Cholesterin an. Das bedeutet, 
daB bei steigender Fettresorption ein gréBerer Anteil des im Epithel aus 
den Fettbausteinen gebildeten Phosphatids und ebenso ein vermehrter 
Anteil des resorbierten Cholesterins in der Lymphe erscheint. Allerdings 
ist diese Relation in erster Linie fiir das Cholesterin bei weitem nicht quanti- 
tativ. In Versuch 14 steigt der Neutralfettgehalt gegeniiber Versuch 8 
um fast das Doppelte, ein Anstieg, den in gleicher Héhe das Phosphatid 
mitmacht, hinter dem aber der Cholesterinanstieg mit nur 15° erheblich 
zuriickbleibt. Ahnliches ergibt sich auch beim Vergleich des letzten Ver- 
suchs (25) dieser Gruppe in der Tabelle mit den beiden anderen Versuchen. 
Kine Abhangigkeit des Phosphatidanteiles von der resorbierten Cholesterin - 
menge ist nicht deutlich zu erkennen. Diese Versuche bestiatigen auch die 
Feststellung von Sizllmann und Wilbrandt (1. c.), daB nach Neutralfett- 
resorption ein Anstieg des Lymphphosphatides zu beobachten ist, was mit 
einer Neubildung des Phosphatids aus den resorbierten Fettbausteinen in 
Zusammenhang gebracht werden kann. Gegeniiber dem Phosphatidgehalt 
der normalen Lymphe (Versuch 26) bzw. der nach reiner Cholesterin- 
fiitterung (Versuch 27) erhaltenen Lymphe zeigen die Lymphproben nach 
Triolein oder Triolein -+- Cholesterinfiitterung eine Zunahme des Phosphatid- 
gehaltes, der das Mehrfache der Phosphatidwerte der Niichternlymphe 
ausmacht. 

Diskussion. 

Als wesentlichstes Ergebnis dieser Untersuchungen ist die Fest- 
stellung anzusehen, da bei der Cholesterinresorption aus dem Darm 
in ungefaihr gleichem AusmaB wie das freie Cholesterin auch die Chole- 
sterinester in der Darmlymphe des Kaninchens zunehmen. Daraus 
ist auf eine Synthese von Cholesterinestern in der Darmwand zu 
schlieBen. Diese Fahigkeit des Darmes zur Cholesterinesterbildung 
ist besonders fiir die Cholesterinresorption von Bedeutung. Eine Um- 
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wandlung des in die Epithelzellen aufgenommenen Cholesterins in 
Cholesterinester schafft fiir das aus dem Darm nachfolgende Cholesterin 
giinstigere Aufnahmeverhaltnisse. Soweit die Aufnahme des durch 
Fette, Fettsduren oder Gallensiuren gelésten Cholesterins durch 
Diffusion erfolgt, wird durch die Esterbildung das Diffusionsgefille 
zwischen Darmlumen und Zellepithel immer auf einer gewissen Hohe 
gehalten. Ferner sind fiir die hydrophilen Cholesterinester in der Zelle 
auch andere Ablagerungsbedingungen gegeben, wie fiir das freie, hydro- 
phobe Cholesterin. Dadurch bedingte Anderungen im Kolloidzustand 
des in die Zelle aufgenommenen Cholesterins kénnen ebenso sehr fiir 
die Resorption als auch fiir den Weitertransport des Cholesterins mab- 
gebend sein. 

In gleicher Weise, in der hier ein EinfluB der Umbildung von 
Cholesterin zu Cholesterinester auf die Cholesterinresorption angenommen 
wird, wurde von Verzdr und Laszt! die Mitwirkung einer durch Mono- 
jodessigsaure und Phlorrhizin hemmbaren  synthetischen Funktion 
der Darmwand bei der Resorption von Fetten und Fettsdéuren erwiesen, 
die wahrscheinlich in einer -—— wenigstens teilweisen — Umwandlung 
der resorbierten Fettsauren in Phosphatide zu suchen ist (s. hierzu 
Sinclair, sowie Siillmann und Wilbrandt, 1. ¢.). 

Die erhaltenen Ergebnisse ergeben ferner Anhaltspunkte dafiir, 
welche Mengen Cholesterin auf dem Lymphwege unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen ins Blut gelangen. Auf Grund unserer Be- 
stimmungen der in bestimmten Zeitabschnitten gesammelten Darm- 
lymphmengen ergibt sich, daf beim Kaninchen stiindlich etwa 5 ccm 
Darmlymphe flieBen. Der in unseren Versuchen durchschnittlich ge- 
fundene Cholesteringehalt in der Darmlymphe betrug nach Cholesterin- 
Trioleinfiitterung 190 mg-°,. In der Niichternlymphe wurden im Mitte] 
30 mg-°, Cholesterin gefunden. Bei 24stiindiger Resorption (ent- 
sprechend einem Lymphflu8 von 120 cem) wiirden also im Durchschnitt 
mit der Darmlymphe nach Cholesterin-Trioleinresorption 192 mg 
Cholesterin in das Blut transportiert. Natiirlich gibt diese Zahl nur 
einen ganz ungefahren Anhaltspunkt, da einmal die von uns erhaltenen 
Werte in ziemlich weiten Grenzen schwanken und zum anderen die 
Resorption in den ersten Stunden nach der Fiitterung oder nach 
24 Stunden auf einem anderen Niveau liegt, wie zu dem Zeitpunkt, an 
dem wir die Lymphproben sammelten. 

DaB sich die Cholesterinresorption noch erheblich tiber das eben 
angegebene Ma steigern liBt, zeigt der Versuch 9 (Tabelle II), in dem 
wir iiber mehrere Tage resorbieren lieBen und einen Gesamtcholesterin- 
gehalt in der Darmlymphe von 386 mg-°,, fanden, was einer Zunahme 


1 F, Verzar u. L. Laszt, diese Zeitschr. 270, 24, 25, 1934. 
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des Cholesterintransportes in der Darmlymphe von 410 mg in 24 Stunden 
entsprechen wiirde. Diese mit der Lymphe transportierte Cholesterin- 
menge vermag — auf ein Blutvolumen von 200 ccm (entsprechend einem 
Tiergewicht von 2,5 kg) verteilt — den Blutcholesterinspiegel des 
Kaninchens, der normalerweise 60 bis 80 mg-°%, betragt, betrachtlich 
zu erhéhen. Diese Erhéhung wiirde bei den von uns zugrunde gelegten 
Resorptionswerten von 190 bzw. 410 mg Cholesterin/24 Stunden und 
unter der Voraussetzung, da8 die Elimination des ins Blut gelangenden 
Cholesterins nur langsam erfolgt, was fiir das Kaninchen zuzutreffen 
scheint, 95 bzw. 205 mg-%, also den doppelten bis dreifachen Betrag 
der Ausgangswerte ausmachen. Das gibt auch ungefahr die Ver- 
haltnisse wieder, wie sie von Wacker und Hueck am Kaninchen (nach 
langerer Cholesterinfiitterung) beobachtet wurden. 

Der Lymphweg diirfte fiir den weitaus gréBten Teil des resorbierten 
Cholesterins benutzt werden. Daneben kénnen natiirlich auch unerheblichere 
Mengen Cholesterin unter Umgehung des Lymphweges direkt ins Blut 
gelangen (vgl. die Versuche von Nedswedsky und Alexandry! an angiosto- 
mierten Hunden). Diesem Weg wird von Mjassnikow und Ilinsky? bei der 
Cholesterinresorption Bedeutung zugemessen. Allerdings fanden diese 
Autoren beim Kaninchen nach Cholesterinfiitterung nur in sieben von 
14 Fallen eine geringe Zunahme des Cholesteringehaltes im Duodenal- 
venenblut gegeniiber dem Cholesterin im Blute des allgemeinen Kreislaufes. 
Im iibrigen erscheint ein direkter Ubergang von Cholesterin ins Blut unter 
so stark forcierten Resorptionsbedingungen, wie sie von uns und auch in 
den meisten anderen experimentellen Arbeiten angewandt wurden (groBe 
Mengen Cholesterin und Fette) von vornherein nicht unwahrscheinlich. 
Aus diesem Grunde ist auch damit zu rechnen, da8 wir in der Darmlymphe 
nicht die gesamte in der Darmwand gebildete Estermenge vorfinden. 


Die Erhéhung des Cholesteringehaltes in der Darmlymphe nach 
reiner Fettresorption haben wir im AnschluB an andere Untersuchungen 
[Sperry (l.c.), Bewmer und Hepner (1. c.), Schénheimer und v. Behring 
(I. ¢.),, sowie Rony, Mortimer und /vy (I. c.)] mit einer durch das verab- 
folgte Fett verstarkten Riickresorption von Cholesterin aus dem Darm 
in Zusammenhang gebracht. In sechs von acht Versuchen beobachteten 
wir einen Anstieg des Cholesterins in der Darmlymphe nach reiner 
Trioleinfiitterung. Das kann zur Erkléruag der bei der Neutralfett- 
lipimie beobachteten Cholesterinamie mit herangezogen werden. In 
diesen Versuchen betragt die Cholesterinzunahme in der Darmlymphe 
durchschnittlich das Doppelte der Normalwerte (Tabelle Il). Nach 
24 Stunden Fettresorption wiirden also 30 bis 40 mg Cholesterin (ent- 
sprechend einer Erhéhung des Blutcholesterins um rund 30%) mehr ins 
Blut gelangen. Diese durch eine verstairkte Resorption aus dem Darm 


1 Nedswedsky u. Alexandry, Pfliigers Arch. 219, 619, 1928. — 
2 A. Mjassnikow u. B. Ilinsky, Zeitschr f. exper. Med. 58, 100, 1926. 
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infolge Fettfiitterung bedingte Cholestermzunahme in der Darm- 
lymphe kann jedoch nur zu einem geringen Teil am Zustandekommen 
der sekundiren Hypercholesterinimien beteiligt sein, da die beim 
Kaninchen nach Fettfiitterung beobachteten Cholesterinzunahmen im 
Blute ein bedeutenderes AusmaB zeigen (vgl. z. B. Sakat'). 

Unsere in Tabelle IV zusammengefaBten Ergebnisse iiber den 
Gesamtfett- und Phosphatidgehalt einiger Darmlymphproben zeigen, 
daB der Lipoidkomplex der Darmlymphe bei der Resorption von Fett 
(Versuch 13) bzw. von Fett -+ Cholesterin (Versuche 8, 14, 15) zu rund 
vier Fiinftel von Triglyceriden (+ freie Fettsiuren) gebildet wird. 
Der Cholesterinanteil betrigt in den Versuchen mit Triolein -+- Chole- 
sterin 6 bis 11%, bei Fiitterung mit Cholesterin allein 18°. Fiitterung 
mit Triolein allein bedingt eine starke Abnahme (2°) des Cholesterin- 
anteiles am Gesamtfett, wahrend die Phosphatide in diesen, wie in den 
anderen Resorptionsversuchen ungefaihr die gleiche Bewegung wie 
der Gesamtfettgehalt mitmachen. 


Zusammenfassung. 

1. Die normale Darmlymphe des Kaninchens enthalt freies und 
verestertes Cholesterin im durchschnittlichen Verhaltnis von 1: 1. 

2. Bei der Resorption von Cholesterin aus dem Darm nimmt 
neben dem freien Cholesterin auch das Estercholesterin in der Darm- 
]ymphe um das Mehrfache zu. Daraus wird auf eine Cholesterinester- 
bildung in der Darmwand wahrend der Cholesterinresorption geschlossen. 

3. Auch nach Resorption von reinem Fett wird in der Darmlymphe 
ein vermehrter Cholesteringehalt, vor allem an freiem Cholesterin, 
beobachtet. Das wird auf eine Férderung der Riickresorption des in 
den Darm zur Ausscheidung gelangenden Cholesterins zuriickgefihrt. 


1 Sakai, diese Zeitschr. 62, 387, 1914. 
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Die jodometrische Zuckerbestimmung bei Gegenwart 
von Rhodanid. 


Von 
D. Kriiger und E. Tsehireh. 
(Eingegangen am 5, August 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der Bestimmung des Traubenzuckers oder anderer reduzierender 
Zucker durch Reduktion von alkalischer Kupferlésung verfahrt man 
im allgemeinen so, dal man die Menge des abgeschiedenen Cu,O er- 
mittelt. Der entgegengesetzte Weg, die Menge des nicht reduzierten 
Cuprikupfers zu bestimmen, hat sich nicht eingefiihrt, obwohl dabei 
nicht nur das zeitraubende und Fehlerquellen (durchs Filter gehen 
oder Reoxydation des Cu,O durch den Luftsauerstoff) in sich schlieBende 
Filtrieren und Auswaschen des Cu,O erspart wird, sondern auch die 
Stérungsméglichkeit vermieden wird, daf etwa durch irgendwelche 
Bestandteile der Lésung Cu,O kolloid in Lésung gehalten wird!. 

Dies liegt wohl in erster Linie daran, daB die klassische jodometrische 
Kupfertitration nach Haén-Schoorl-Low wegen der verhaltnismaBig hohen 
Léslichkeit des Cu, J, und der dadurch bedingten Reversibilitat der Reaktion : 

2Cu’ + 4KJ @ Cu,J, + Jn + 4K (1) 
die Anwendung sehr groBer K J-Mengen erforderlich macht, um das Gleich- 
gewicht von rechts nach links zu verschieben. Schon vor mehr als 30 Jahren 
wurden daher Kupfertitrationsverfahren angegeben, die ebenfalls auf dem 
Ubergang: 

2CuX, @ Cu, X, + X, (X = Halogen) (11) 
beruhen, bei denen aber J’ durch das halogenaihnliche CNS’ und mithin 
Cu,J, durch das viel schwerer lésliche Cu,(CNS), ersetzt ist (Zecchini*). 
Montanari® hat hierbei schon KJ als Oxydations-Reduktionsindikator 
angewandt. Spiter hat dann Bruhns in einer Reihe von Ver6éffentlichungen 4 
die Verwendung von Gemischen von KJ und KCNS an Stelle von KJ 
bei der Haén-Schoorl-Lowschen Methode fiir Zuckerbestimmungen  be- 


schrieben. Trotzdem das Jodkalium-Rhodankaliumverfahren gegeniiber 
dem alten jodometrischen Verfahren erhebliche Vorteile aufweist es 


erméglicht eine erhebliche Ersparnis an KJ und gestattet das Arbeiten in 
verdiinnterer Kupferlésung —, vermochte es sich bisher allgemein nicht 
durehzusetzen. Dies beruht auf folgenden Ejigentiimlichkeiten, die beim 
alten jodometrischen Verfahren kein Analogon haben: 


1 Vogl. Neuberg, Der Harn 1, 396, 1911; Newberg u. Simon, Ber. 60, 806, 


1927. 2 Zecchini, Staz. sperim. agrar. ital. 32, 17, 1899. 3 Montanari, 
ebenda 382, 479, 1899. 4 Bruhns, Zentralbl. f. d. Zuckerind. 25, 732, 1917 


und spitere Mitteilungen. 
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1. Die nach der Bruhnsschen Vorschrift! hergestellten sauren, 
Kupfer, Rhodanid und Jodid enthaltenden Titrationsgemische unter- 
liegen einer raschen irreversiblen Zersetzung derart, da} der Thiosulfat- 
verbrauch beim Stehen rasch fallt (vgl. Abb. 1, Kurve I). 

2. Der Farbenumschlag des Reaktionsgemisches, in dem _ fein- 
verteiltes Cu,(CNS), suspendiert ist, erfolgt bei der Titration mit 
Thiosulfatlésung in Gegenwart von Starke- 

















lésung nicht von Starkeblau in weif [reines 

Cu,(CNS), ist weiB], sondern in eine rosa fd NOE 
Nuance, die bei gewissen Konzentrations- \ NJ “Ly 
verhaltnissen mehr oder minder violettstichig ait ‘pees 4 
ist und sich dann von Starkeblau schwer & | \ “ye 
unterscheiden abt. 24) \ 

Bei Zuckerbestimmungen nach dem 3 LN 
Jodkalium-Rhodankaliumverfahren  ergibt g | a a 
sich zwar der Zuckergehalt aus der Differenz — ~ , eas 
zweier Kupferwerte — der angewandten | 
und der wiedergefundenen Menge Cupri- eet 
kupfer —, die beide derselben, durch die . Wartezeitn Minden 7 
Instabilitat der Reaktionsgemische bedingten Abb. 1. 
Fehlerquelle unterliegen ; aus dieser Differenz ° © Bruhnssche Vorschrift 
‘ : 6,5 cem 5,5n HoSO, 
findet man ferner den Zuckergehalt nach auf 54¢em). 
empirisch ermittelten Tabellen. Die An- eee ami sceere 
nahme, daB man aus diesem doppelten HS Oy. 


x—--—-»x Bruhnssche Vorschrift 
ohne HgS 0,4. 


Grunde trotz der Instabilitat der Reaktions- 
gemische, d.h. trotzdem die einzelnen 
Kupfertitrationen auch bei raschem Arbeiten hinter dem theoretischen 
Thiosulfatverbrauch zurickbleiben, richtige Zuckerwerte findet, wiirde 
aber nur zutreffen, wenn sich jede Titration wenigstens streng reproduzieren 
lieBe. Bruhns gibt fiir die rasche Durchfiihrung der Titration genaue 
Vorschriften (sogar der Meniscus der Thiosulfatbiirette soll schon vor 
Zusatz der KJ —KCNS-Lésung eingestellt sein). Bei der auBerordent- 
lich raschen Zersetzung der nach der Bruhnsschen Vorschrift hergestellten 
Gemische bei héherer Kupferkonzentration (geringer Zuckergehalt) 
ist es aber stark zu bezweifeln, daB es auch Ungeibteren gelingt, nach 
dieser Vorschrift streng reproduzierbar zu arbeiten®. Fiir die sichere 
Anwendung des Jodkalium-Rhodankaliumverfahrens zu Zucker- 
bestimmungen und zu. Kupferbestimmungen aligemein ist es daher 
unseres Erachtens notwendig, die Bedingungen so zu wahlen, daB die 


1 Bruhns, Zentralbl. f. d. Zuckerind. 27, 642, 664, 767, 1919; Deutsch 
Zuckerind. 54, 1316, 1337, 1929. — ? Vgl. auch van der Kreke, Arch. 
Suikerind. Neder]. Indie 37, 781, 1929. 
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Reaktionsgemische wenigstens annahernd stabil sind. Einige Angaben 
liber den Einflu®B der Saéure-, KJ- und KCNS-Konzentration finden 
sich zwar bereits in den Arbeiten von Kolthoff! und Bruhns. Da jedoch 
mit ganz wenigen Ausnahmen (Bruhns?) Zeitversuche nicht angestellt 
wurden, lassen sich aus diesen Angaben nahere Einblicke in die Stabili- 
tatsverhaltnisse der verschiedenen Gemische nicht gewinnen. Bei der 
Festsetzung der Reaktionsbedingungen im Hinblick auf ausreichende 
Stabilitat der Gemische ist weiterhin auch auf die zweite Forderung, 
die Erzielung eines auch fiir Ungeiibte deutlich erkennbaren Um- 
schlagspunktes am Ende der Titration, Riicksicht zu nehmen. 


1. Die Instabilitit der Reaktionsgemische. 
Die Ursachen fiir die Instabilitét saurer J’-, CNS’- und Cu’’-ent- 
haltender Gemische wurden von uns bereits a. a. O. diskutiert®. Diese 
beruht letzten Endes darauf, dafi durch J’ oder HJ Umwandlungen 


Abb. 2a. 12,9 Millimol Liter Cu. 
5 Millimol/Liter KSCN; 1,85 Millimol Liter K J. 
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des Cu(CNS), bzw. (CNS), begiinstigt werden, die nicht mit Oxydation 
einer 4quivalenten Menge Thiosulfat verbunden sind, so da} der Thio- 
sulfatverbrauch mit der Zeit immer mehr hinter dem nach (II) zu er 
wartenden Thiosulfatverbrauch von 1 Mol Thiosulfat auf 1 Mol Cuprisalz 
zuruckbleibt. Unsere Untersuchungen tiber den EinfluB der Saure-, 
KJ-, Cu’- und KCNS-Konzentration auf die zeitliche Abnahme des 
Thiosulfatverbrauchs sind in Abb. 1 bis 3 niedergelegt. 

a) Der EinfluB der Aziditat. Es ist lange bekannt, daB wasserige 
Cuprirhodanidlésungen rascher irreversibler Zersetzung in Cupro- 


1 Kolthoff, Chem. Ztg. 42, 609, 1918; Pharm. Weekbl. 55, 1338, 1918. 
- 2 Bruhns, Zentralbl. f. d. Zuckerind. 26, 354, 1919. — * Kriiger u. 
Tschirch, Zeitschr. f. analyt. Chem. 97, 161, 1934. 
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rhodanid und verschiedene Hydrolysenprodukte des Rhodans unter- 
liegen!. Bei Gegenwart kleiner Mengen KJ verliuft die Zersetzung 
noch rascher als bei Abwesenheit von KJ (siehe weiter unten). Durch 
Zusatz einer starken Saure werden die reinen und die mit KJ-Cupri- 
rhodanid versetzten Lésungen unter Bildung smaragdgriiner, anionischer 
Komplexe stabiler?. Ein Bild von der Grobe des Kinflusses der an- 
gewandten Menge Schwefelsiure auf die Stabilitaét der Reaktions- 
gemische gibt Abb. 1. Die Konzentration der iibrigen Reaktionsteil- 
nehmer betrug: 67 Millimol/Liter KCNS, 7,8 Millimol/Liter KJ, 
20,4 Millimol ‘Liter Cu. Kurve I entspricht bis auf das Fehlen von 
Seignettesalzlésung (deren Gegenwart die Instabilitaét wegen Verringe- 
rung der Aziditat noch erheblich vergréBert)3 der Bruhnsschen Vorschrift. 
Die Stabilitat der Kupfer, KJ und KCNS enthaltenden Gemische 
sinkt also mit abnehmender Aziditét auBerordentlich stark. Ein im 
iibrigen Kurve I entsprechendes, aber jodidfreies Gemisch ist. praktisch 
stabil. Die von Bruhns angewandten Saurezusitze geniigen also wohl, 
um die reinen Cuprirhodanidlésungen, aber nicht, um auch die kleinen 
Mengen KJ enthaltenden Gemische zu stabilisieren. Einer weiteren 
wesentlichen Erhéhung der Saurekonzentration wird durch die Gefahr 
schadlicher Nebenreaktionen der Séure eine Grenze gesetzt. Ob 
statt der von Bruhns vorgeschriebenen Menge 5,5n H,SO, die aqui- 
ralente Menge HCl zugesetzt wird, ist auf die Abnahme des Thiosulfat- 
verbrauchs beim Stehen ohne EinfluB4. Dagegen verlauft bei Ersatz 
der 5cem 5,5n H,SO, auf 54ccem Gesamtvolumen durch 5 ccm Eis- 
essig die Zersetzung so rasch, daB sich iberhaupt keine reproduzierbaren 
Werte titrieren lassen. 

b) Der EinfluB der Jodkaliumkonzentration. Wie bereits Bruhns 
und Kolthoff (|. c.) feststellten, verschwindet die Instabilitat bei hin- 
reichender Erhéhung der KJ-Menge. Unsere Untersuchungen iiber 
die Ursache der stabilitaétsvermindernden Wikung des KJ sind bereits 
a. a. O. mitgeteilt worden’ (vgl. auch Abb. 2a und b, 3a bis d der vor- 
liegenden Arbeit). Zusammentassend kann man sagen, dab eine KJ- 
Konzentration von 15 bis 20 Millimol/ Liter bei Kupterkonzentrationen 
nicht iiber 25 Millimol Liter eine ausreichende Stabilitat gewahrleistet. 
Kine weitere Erhéhung der KJ-Menge beeinfluBt die Deutlichkeit des 
Farbenumschlages in ungiinstiger Weise (siehe auch weiter unten). 


1 Vel. die bekannten Handbiicher der anorganischen Chemie; ferner 
die bei Kriiger u. Tschirch, Zeitschr. f. analyt. Chem. 97, 161, 1934, ange- 
gebene Literatur. — ? Daher muB8 bei der Titration neutraler oder schwach 
saurer Lésungen die starke Siure stets vor dem KCNS zugesetzt werden, 
was schon Bruhns und Kolthoff betonten. 3 Kriiger u. T'schirch, Zeitschr. 
f. analyt. Chem. 97, 161, 1934. 4 Kolthoff (\. ¢.) zieht aus anderen 
Griinden HCl der H,SO, vor. 
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c) Der Einflug der Kupferkonzentration. Mit steigender Kupfer- 
konzentration nimmt je nach der anwesenden K J-Menge die Instabilitat 
mehr oder minder stark zu (Abb. 3a bis d) und ist bei héheren Kupfer- 
konzentrationen selbst bei hohen Jodidzusitzen so grob, daB der bei 
raschem Arbeiten erhaltene Anfangswert schon um einen die Titrations- 
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fehler iibersteigenden Betrag vom wahren Wert abweicht. Dies mub 
aber zur Folge haben, da8 bei konstantem Volumen der Titrationsge- 
mische die bei verschiedenen Kupfermengen gefundenen Werte den an- 
gewandten nicht proportional sind, da ja bei héheren Kupferkonzen- 
trationen infolge rascherer Zersetzung der Reaktionsgemische der 
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Anfangswert starker hinter dem theoretischen Wert zuriickbleibt als bei 
geringeren Konzentrationen. Der von Bédnar und Terényi! und Orlik 
und Tietze* bei Anwendung des Jodkalium-Rhodankaliums zur Kupfer- 
bestimmung eingeschlagene Weg, durch die Instabilitat der Reaktions- 
gemische bedingte zu niedrige Kupferwerte dadurch zu umgehen, dab 
nicht mit dem wahren Titer der Thiosulfatlésung gerechnet, sondern 
die Thiosulfatlisung gegen eine Kupferlésung bekannten Gehalts 
eingestellt wird, ist daher nur dann in gewissen Grenzen (d. h. sofern die 
Instabilitat die Reproduzierbarkeit der einzelnen Titrationen nicht 
beeintrachtigt) gerechtfertigt, wenn der Kupfergehalt der zur Einstellung 
benutzten Lésung demjenigen der zu untersuchenden Lésung ahnlich 
ist, bzw. beide in dem Bereich liegen, wo zwischen den gefundenen und 
theoretischen Kupfermengen innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler 
Proportionalitat besteht. 

d) Der EinfluB der Rhodanidkonzentration. Die Menge des zu- 
gesetzten KCNS ist auf die Stabilitaét der Reaktionsgemische von weit 
geringerem Einflu8 als die KJ- und Kupferkonzentration (Abb. 2a, b 
und 3b). Eine Erhéhung der KCNS-Menge iiber das Verhialtnis 
2KCNS:1Cu" hinaus ist jedoch weder notwendig noch vorteilhaft, 
beeintrachtigt vielmehr die Scharfe des Umschlagspunktes und auch 
die Stabilitat. Dies ist um so mehr hervorzuheben, als die tibliche 
Charakterisierung des Bruhnsschen Verfahrens ,,Ersatz eines Teiles 
des KJ durch KCNS bei der jodometrischen Kupferbestimmung 
nach Haén-Schoorl“ zu der Vorstellung verleitet hat, alsob KJ und KCNS 
eine durchaus analoge Funktion ausiibten und man daher an Stelle 
des groBen Uberschusses von KJ wiederum einen groBen Uberschu8 
an KCNS anwenden miisse. Tatsichlich andert sich aber bei ,,Ersatz‘* 
von KJ durch KCNS der Reaktionsmechanismus grundlegend. Re- 
aktion (1) ist reversibel (siehe oben). Die bei Gegenwart von CNS’ 
ablaufende formal analoge Reaktion: 

2Cu" + 4 KCNS = Cu,(CNS), + (CNS), + 4K’ (III) 
ist dagegen wegen der Unbestandigkeit des (CNS), im Reaktionsgemisch 
und wegen der viel geringeren Léslichkeit des Cu, (CNS), gegentiber 
Cu,J,. praktisch irreversibel. Es ist daher bei der Umsetzung mit Rho- 
danid nicht wie bei der Umsetzung mit Jodid erforderlich, die méglichst 
vollstindige Bildung des Cuprohalogenids durch groBen Uberschuls 
an Halogenion zu erzwingen. Hohe Zusitze an KCNS sind daher 
uberfliissig. Sie begiinstigen sogar, wie die Abbildungen zeigen, in ge- 
wissem Grade sekundire Zersetzungen, die zu Thiosulfatverlusten 
fiihren. Bei hohen Kupferkonzentrationen und geringen KJ-Konzen- 


1 Bodnar u. Terényi, Zeitschr. f. analyt. Chem. 69, 260, 1927. 
2 Orlik u. Tietze, Chem. Ztg. 54, 949, 1930. 
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trationen sind hohe KCNS-Konzentrationen auch deshalb schadlich, 
weil sie zum Ausfallen von schwarzem Cuprirhodanid fiihren, das sich 
bei der Titration mit Thiosulfat nur langsam zu weibem Cuprorhodanid 
umsetzt, so daB es unter Umstanden tiberhaupt nicht méglich ist, in 
praktisch in Betracht kommenden Zeiten zum Endpunkt der Titration 
zu gelangen. 


2. Die Firbung des Cuprorhodanidniederschlags im Endpunkt der Titration. 


Cuprorhodanid ist weiB, Cuprojodid gelblich; der beim Endpunkt 
der Titration mit Thiosulfatlbsung in Gegenwart von Starkelésung 
erhaltene Niederschlag ist dagegen je nach den Konzentrationsverhalt- 
nissen meist mehr oder minder rétlich bis violett gefarbt. Verschiedene 
Autoren, die sich mit dem Jodkalium-Rhodankaliumverfahren — be- 
schaftigten, haben die Farbung des Cuprorhodanids bereits erwahnt, 
konnten jedoch die Ursache dafiir nicht angeben. Wir konnten zeigen, 
dab die Farbe von Jod herriihrt'. Es ist allerdings merkwiirdig, daB bei 
Entfarbung der Jodstarke und obgleich die Jodkonzentration im 
teaktionsgemisch auf Null gesunken ist, noch Jod durch das Cupro- 
thodanid festgehalten wird. Dies beruht offenbar darauf, daB das Jod 
durch das Cuprorhodanidgitter nur sehr langsam nach auBen diffundiert. 
Die Farbe des Niederschlags hangt nicht nur vom Verhialtnis der an- 
gewandten Mengen KJ und KSCN ab (Bruhns), sondern von der 
Konzentration simtlicher Komponenten des Reaktionsgemisches, wie 
auch von der Abscheidungs-(Titrations-)Geschwindigkeit, der Warte- 
zeit u.a. Unter den weiter unten angegebenen Bedingungen erfolgt 
der Umschlag scharf (d. h. ohne langeres Nachbliuen) von Starkeblau 
in hellrosa. Die Menge des adsorbierten Jods liegt im allgemeinen 
innerhalb der Grenzen der Titrationsfehler. 


Schlubfolgerungen. 

Auf Grund der Gesamtheit unserer Erfahrungen tiber jodometrische 
Kupfertitrationen bei Gegenwart von Rhodanid erscheinen folgende 
Konzentrationsverhaltnisse im Reaktionsgemisch als die geeignetsten: 

Kupferkonzentration, nicht iiber etwa 25 Millimol/Liter (1,5 g/Liter Cu); 
Rhodanidkonzentration, etwa 60 Millimol/Liter (6 g/Liter KSCN); 
Jodidkonzentration, 15 bis 20 Millimol/Liter (3 g/Liter KJ); 

Konzentration an freier HCl oder H, SQ,, etwa 500 Milliaquivalent /Liter 

(18 g/Liter HCl oder 25 g/Liter H,SQ,). 

Dem entspricht ein Zusatz von 10 cem 5n oder 25cem 2n HC! 
oder H,SO, (bei Zuckerbestimmungen vermehrt um den zur Neutrali- 
sation des Alkalis bzw. zur Umsetzung der Alkalisalze schwacher Sauren 


1! Naheres dariiber wird a. a. O. veréffentlicht werden. 
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in der alkalischen Kupferlésung erforderlichen Betrag), 2. ccm 1 mol. 
KJ-Lésung (oder 0,4 ¢ festes KJ), 6cem 1 mol. (oder 10 cem 6° ige) 
KCNS-Lésung, auf ein Gesamtvolumen von 100 cem. Wie groB man 
das Gesamtvolumen zu waklen hat, d.h. wie stark man das Kupfer- 
Alkali-Zuckerreaktionsgemisch mit Wasser zu verdiinnen hat, um auch 
bei zuckerarmen Fliissigkeiten die oben angegebene Kupferkonzentration 
von 25 Millimol /Liter nicht zu iiberschreiten, hangt von der angewandten 
Menge Fehlingscher Lésung ab. 

Bei Traubenzuckerbestimmungen nach der Bertrandschen Methode z. B. 
kocht man bekanntlich ein Gemisch von 20 cem Zuckerlésung (mit nicht 
iiber 100mg Zucker), 20cem Fehlingscher Lésung I (40 g/Liter krist. 
Kupfersulfat) und 20 cem Fehlingscher Lésung II (200 g Liter Seignettesalz 
und 150 g/Liter NaOH); die Menge bzw. Konzentration an Cuprikupfer im 
Reaktionsgemisch liegt demnach zwischen 204 mg Cu oder etwa 55 Millimol 
pro Liter (zuckerfreie Kontrolle) und 26 mg Cu oder etwa 7 Millimol, Liter 
(bei Gegenwart von 100mg Glucose). Um bei den oben angegebenen 
Konzentrationsverhaltnissen an H’, KJ und KSCN zu titrieren, ist das 
abgekiihlte Reaktionsgemisch in dieser Reihenfolge mit 180 cem Wasser', 
50 cem 5,5n Schwefelsiure oder 40 cem 7n Salzséure. 4ccm 1 mol. KJ- 
Lésung, 15 cem | mol. KSC N-Lésung zu versetzen. Bei sehr zuckerreichen 
Fliissigkeiten laB8t man den Wasserzusatz fort, ohne die Menge der iibrigen 
Zusatze zu verandern. 

In der oben angegebenen Weise bereitete Reaktionsgemische lassen 
sich mit n/10 Thiosulfatlésung titrieren, wenn die Kupferkonzentration 
nicht unter etwa 4 Millimol / Liter (0,25 g /Liter) fallt. Eine Unterschreitung 
dieser Grenze bei Zuckerbestimmungen laBt sich jedoch stets ver- 
meiden, indem man die zu untersuchende Zuckerlésung entsprechend 
verdimnt bzw. geringere Mengen Zuckerlésung anwendet. Bei gréBeren 


Anspriichen an Genauigkeit empfiehlt es sich, mit Feinbiiretten I lee 
oder '/,,cem Teilung bei einem Inhalt von mindestens 20 ccm zu 
arbeiten. 


' Starkere Verdiinnung ist empfehlenswert, weil hohe Salzkonzentration 
die Scharfe des Umschlagspunktes beeintrachtigt. 








Bildung des Methylglyoxals aus Triosen bei neutraler Reaktion 
und Koérpertemperatur unter dem Einflud von Phosphat 
und Arsenat. 


Von 
Zacharias Dische und Seymour S. Robbins. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 17. August 1954.) 


Phosphate und Arsenate beschleunigen bekanntlich in bedeutendem 
MaBe die Glykolyse. Uber den naheren Mechanismus dieser Wirkung 
wissen wir sehr wenig; Meyerho/! zeigte, daB unter dem EinfluB des 
Arsenats der Abbau des Hexosediphosphats im Muskelextrakt stark 
beschleunigt wird. Newberg und Kobel? haben nachgewiesen, daB bei 
der Trockenhefe und Mazerationssaft unter dem EinfluB von Arsenat 
eine Hemmung der Phosphorylierung des Zuckers zu Hexosediphosphat 
bewirkt wird. Endlich hat Braunstein® geglaubt, aus Versuchen an 
Blut-apozymase nach Widmann* den SchluB ziehen zu kénnen, dab 
dieses Teilferment des glykolytischen Systems von Arsenat nicht 
beeinfluBt wird; diese SchluBfolgerung Braunsteins erscheint nicht 
iiberzeugend. 

Wir haben bei Gelegenheit zu anderen Zwecken ausgefiihrter 
Versuche Beobachtungen gemacht, welche vielleicht geeignet sind, zur 
Lésung der Frage nach dem Mechanismus der Phosphat- und Arsenat- 
wirkungen bei der Glykolyse beizutragen. Wir stellten namlich fest, 
daB, wenn man die Lésung einer Triose in physiologischer Kochsalz- 
lésung 24 Stunden bei K6érpertemperatur (px 7,2) stehen 1aBt, eine 
sehr geringe Bildung von Methylglyoxal nachgewiesen werden kann. 
Diese Bildung von Methylglyoxal wird durch die Anwesenheit von 
Natriumphosphat (wobei das pu7 bis 7,2 bleibt) in solcher Konzentration, 
wie sie im tierischen Organismus vorkommen, stark vermehrt. Ebenso 
stark beschleunigend wirkt auf dem ProzeB Natriumarsenat, wahrend 
das Na-Pyrophosphat viel weniger wirksam ist. Schon Newberg und 
Oertel® haben gezeigt, daB in alkalisch reagierenden Phosphatlésungen 
bei Kérpertemperatur Methylglyoxal aus Hexosen entsteht; hier war die 
alkalische Reaktion das wirksame Agens. 

Zum Nachweis des gebildeten Methylglyoxals bedienten wir uns 
bei unseren Versuchen der von uns beschriebenen Farbreaktion desselben 


' O. Meyerhof, diese Zeitschr. 188, 197, 1927; 185, 113, 1927. — 
2 ©. Neuberqg u. M. Kobel, ebenda 174, 493, 1926. — * A. E. Braunstein, 
ebenda 240, 68, 1931. — 4 Widmann, ebenda 216, 497, 1930. — °C. Neuberg 
u. W.Oertel, diese Zeitschr. 55, 495, 1913. 
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mit «-Methylindol und Salzsiure!. Da die Triosen bei dieser Reaktion 
eine viel schwichere Farbe zeigen als aquivalente Methylglyoxal- 
mengen, so verriet sich die Bildung des letzteren in einer Trioselésung 
durch einen starken Anstieg der x-Methylindolreaktion nach Verweilen der 
Trioselésung wahrend laingerer Zeit im Brutschrank. In einigen Fallen 
kontrollierten wir die mit Hilfe der Farbreaktion erhaltenen Resultate 
durch Darstellung des Bis-2, 4-dinitrophenylhydrazons des Methyl- 
glyoxals nach Neuberg und Kobel?, wobei zur Kontrolle die Fallung 
auch in einer frisch bereiteten Trioselésung gleichzeitig durchgefiihrt 
wurde. Die Menge des unter dem Einflu®B des Phosphats aus der Triose 
gebildeten Ketoaldehyds steigt mit der Konzentration der ersteren 
und wachst gleichmaBig mit der Zeitdauer des Versuchs. 

Die folgenden Versuchsprotokolle illustrieren das hier Gesagte. 

1. 0,1 g Glycerinaldehyd (Kahibawm) wurde in 100 ccm eines !/,; mol. 
Phosphatpuffers (pH 7) gelést und 24 Stunden auf 40°C belassen. Als Kon- 
trolle diente je eine gleichkonzentrierte Lésung in physiologischer Kochsalz- 
lésung und in dest. Wasser. Alle L6sungen wurden mit Chloroform versetzt 
und gut geschiittelt. Nach 24 Stunden zeigten alle drei Lésungen gegeniiber 
einer frisch bereiteten 0,1 ° igen Lésung von Glycerinaldehyd im eiskalten 
dest. Wasser eine deutliche Steigerung der «-Methylindolreaktion. Diese 
Steigerung entsprach bei der phosphathaltigen Probe einem Gehalt von 
0,0024 %, in der NaCl-haltigen 0,0002 % und in der salzfreien 0,0001 °, Methy!- 
glyoxal. Durch das Phosphat wurde demnach die Umlagerung der Triose 
auf das 24fache gesteigert, durch das Kochsalz nur auf das Doppelte. 
Die Bestimmung nach Neuberg und Kobel durch Abscheidung des Bis-2, 4- 
dinitrophenylhydrazons (Schmelzpunkt 296) ergab einen Gehalt von 
0,0025% in der phosphathaltigen Lésung in guter Ubereinstimmung mit 
der kolorimetrischen Messung. 

2. Ein ebenso ausgefiihrter Versuch mit 0,01 °jiger Glycerinaldehyd- 
lésung zeigte nach 24 Stunden in Phosphatpuffer nach der kolorimetrischen 
Methode 0,00016% Methylglyoxal, in der Kochsalzlésung kaum nachweis- 
bare Mengen. 

3. In 0,001 %iger Losung des Glycerinaldehyds in !/,, mol. Phosphat- 
puffer konnte nach 8 Stunden eine eben noch sichtbare Zunahme der 
Farbreaktion, nach 24 Stunden deutliche Zunahme der Reaktion ent- 
sprechend 0,000012° nachgewiesen werden. Kontrollen keine Farben- 
zunahme. 


Die Menge des ge bildeten Methylglyoxals steigt mit der Konzentration 
des Phosphates bis zu einem Maximum bei etwa !),; mol., um dann 
konstant zu bleiben. Verschiebung des py nach der alkalischen Seite be- 
wirkt keine Vermehrung des Methylglyoxals. In reiner '/,, mol. Di- 
natriumphosphatlésung bildet sich weniger davon als in neutraler Puffer- 
lésung. Dies beruht aber offenbar auf einer sekundiren Umwandlung 
des gebildeten Methylglyoxals, da einer solchen alkalischen Phosphat- 
lésung zugesetztes Methylglyoxal bei Kérpertemperatur verschwindet. 


1 Z. Dische u. S. S. Robbins, diese Zeitschr. 271, 304, 1931. — 
2 OC. Neuberg u. M. Kobel, ebenda 2038, 463, 1928. 
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In !/,, mol. Lésung von Na-Arsenat bildet sich stets ungefahr ebensoviel 
Methylglyoxal wie in Phosphatlésungen (pq 7). Dagegen zeigten 
Lésungen mit 1% CaCl, 0,6% NaF, 0,3°%, Na-Citrat, 1/,; mol. Na,SO, 
keinen Unterschied gegeniiber Glycerinaldehydlésungen in physiologi- 
scher Kochsalzlésung. Zusatz von m/10000 CuSO,, FeCl, und FeSO, 
war ohne Einfluf. 

Das LDioxyaceton verhielt sich ganz wie Glycerinaldehyd. (Wir 
benutzten ein durch Hochvakuumdestillation aus dem Oxanthin ge- 
wonnenes Praparat.) Im Phosphatpuffer von px 7 wurden nach 
24 Stunden bei 40° 2 bis 3% der Triose in Methylglyoxal umgesetzt. 


Nach den neuesten Forschungsergebnissen erscheint es zweifelhaft, 
wenn auch vorlaufig nicht ausgeschlossen, daB im Zuge des physiologischen 
Zuckerabbaues in der tierischen Zelle eine Umlagerung der als Zwischenstufe 
auftretenden freien Triose in Methylglyoxal stattfindet; es spricht vielmehr 
alles dafiir, daB die Glykolyse tiber die phosphorylierten Triosen als Zwischen- 
stufen geht, wobei zunichst eine Oxydoreduktion der Trioseester zu Glycerin - 
phosphorséiure und Phosphorglycerinsiure stattfindet, worauf letztere in 
Brenztraubensiure umgewandelt wird. Bei dieser Umwandlung tritt die 

H, H 

jell. 
Umlagerung der Gruppe C—C in die Gruppe C—C ein, die bei der 

a ae 

OH OH H, O 

Umlagerung der freien Triose in Methylglyoxal vor sich geht und, wie 
Neuberg einmal mit Recht unterstrichen hat, die wesentlichste Veranderung 
bei der Glykolyse bildet!. Es ware nun denkbar, da8 die beschleunigende 
Wirkung auf die Methylglyoxalbildung aus Triosen auch bei der Umlagerung 
der Phosphorglycerinsiure in Brenztraubensiure zum Vorschein kommt; 
darauf kénnte man die Steigerung der Glykolyse unter dem Einflu8 dieser 
Salze zuriickfiihren, indem man gewissermaBen die Uberlagerung der 
katalytischen Wirkung dieser Salze iiber die katalytische Wirkung des 
Ferments annimmt. Mit der katalytischen Wirkung des Phosphats ist wahr- 
scheinlich die Bildung des Methylglyoxals in Abbauversuchen mit Hexose- 
diphosphat an tierischen und pflanzlichen Zellen zu erkliren, bei denen als 
Abbauprodukt der Dioxyacetonphosphorsiureester auftritt. Wie Weyerhof 
und Lohmann? gezeigt haben, wird letzterer auch im gekochten Muskel- 
extrakt in Methylglyoxal umgewandelt. Auf diese Weise diirfte auch der 
von M. Vogt? mitgeteilte Befund, daB auf Zusatz von Triosen auch zu 
gekochtem Leberbrei und Bebriiten desselben ein Kérper entsteht, der 
mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin ausfallt, seine Erklairung finden. Ebenso 
die von Kobel und Collatz + beobachtete geringe Bildung von Methylglyoxal 
aus synthetischem Glycerinaldehydphosphorsiéureester beim Stehen mit 
Toluolhefe bei 37°. Vielleicht iibt auch die Phosphorséure im Molekiil eine 
beschleunigende Wirkung auf die Umlagerung aus. 


' OC. Neuberg in C. Oppenheimers Handbuch der Biochem., 2. Aufl., 
2, 442, 1924. — ? Naturwiss. 22, 131, 1934. — * M. Vogt, diese Zeitschr. 
211, 28, 1929. — 4 M. Kobel u. H. Collatz, ebenda 268, 204, 1934. 
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Mikromethode zur Bestimmung des Acetons im Blute. 
Von 
Osear Cantoni. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik Mailand.) 
(Eingegangen am 1. August 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung der Acetonkérper im Blute fehlte eine einfache 
und zugleich geniigend empfindliche und genaue Mikromethode; ich 
entschloB mich daher, eine solche auszuarbeiten. Sie beruht auf der 
Frommer’schen Reaktion, die schon 6fters zu diesem Zwecke verwendet 
wurde. 

Entnahme der Blutprobe und Vorbehandlung. 

Mehrere mit einfachem Strich markierte und mit ziemlich weiter 
Bohrung versehene 0,2-ccm-Pipetten (der tarierte Teil soll ungefahr 
10cm lang sein), werden mit einer gesdttigten Kaliumoxalatlésung 
benetzt und die an den Wanden anhaftende Lésung wird mit warmer 
Luft getrocknet. Das aus einem Fingerkuppen- oder Ohrlappchenstich 
spontan und leicht ausflieBende Blut saugt man bis zur Marke ein, und 
entleert dann langsam unter mildem Schiitteln in 10 cem n/75 Schwefel- 
sdure, welche sich in einem gréBeren, am Ende nicht verjiingtem Zentri- 
fugenglas befinden. Die Pipette wascht man mit der Lésung aus. Man 
mischt vorsichtig durch und fiigt zu der gleichformig braun gewordenen 
Lésung nach etwa 10 Minuten Stehen langsam unter vorsichtigem 
Umriihren 0,2 cem einer genau neutralen, 10 °,igen Natriumwolframat- 
lésung, welche durch Zahlung der Tropfen aus einer sehr fein aus- 
gezogenen Pipette abgemessen wird. 

Man 1JéBt noch etwa 10 Minuten stehen, wobei man einige Male 
durchriihrt, und zentrifugiert 5 Minuten stark. Wenn die Entei- 
weiBbung korrekt durchgefiihrt worden ist, haftet das Koagulum fest 
am Boden des Rohres, und die tiberstehende Fliissigkeit ist wasserklar. 


Destillation. 

Zum Destillieren dient ein 25-cem-Kjeldahl-Kolben mit ein- 
geschliffenem trichterférmigen Tropftrichter, der mit einem Gummi- 
stopfen verschlossen ist. Gleichfalls eingeschliffen ist ein gebogenes 
Glasrohr, das in ein feines Rohr (etwa 2 mm Bohrung) endet, das fast 
den Boden des Kolbens erreicht. Ein eingeschmolzenes Seitenrohr, 
mit Wasserkiihlung versehen, miindet in eine senkrechte Verlangerung, 
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die mit einem Korkstopfen gehalten wird und deren verjiingtes Ende 
in die Vorlage taucht. Als Vorlage dient ein 5-cem-MeBzylinder, der 
in einem Gestell so fixiert ist, daB vertikale Verschiebungen leicht 
ausfiihrbar sind. 

Die enteiweiBte Lésung gieBt man durch den Tropftrichter 
in den Kolben ein (bei so groBer Verdiinnung ist ein Waschen des 
Zentrifugenrohres und des Niederschlags ganz entbehrlich) und fiigt 
noch 4 bis 5 Tropfen 50°,iger Schwefelsiure hinzu; man verbindet 
mit der Vorlage, auf deren Boden sich eine kleine Schicht Wasser 
befindet, in welche die Miindung der Seitenrohrverlangerung taucht, 
und laBt durch das in den Gummistopfen eingelegte Glasrohr einen 
gut regulierbaren langsamen Luftstrom (etwa zwei Blasen pro Sekunde) 
streichen. Jetzt erhitzt man das Kélbchen derart, daB die ganze 
Destillation 3 bis 4 Minuten dauert. Wahrend der Destillation wird 
der Vorlagezylinder allmahlich abwarts gefiihrt, so daB die Miindung 
der Seitenrohrverlangerung immer ein wenig unter dem Niveau des 
Destillates bleibt. Man unterbricht die Destillation, wenn die 5-cem- 
Marke des Zylinders noch nicht erreicht ist, und erginzt bis zur Marke 
mit wenigen Tropfen Wasser, mit denen man auch den Kiihler wascht. 

Auf diese Art erhaélt man in der Vorlage eine wasserige Lésung, 
die das ganze praformierte Aceton und das aus der Zerlegung der Acet- 
essigsiiure entstandene fast rein enthalt. 

Die getrennte Sammlung des praformierten und des der Acetessig- 
siure entsprechenden Acetons, und die Behandlung der im Kolben 
zuruckbleibenden Lésung zur Umwandlung der $-Oxybutterséure in 
Aceton, kann mit dieser Methode ebenfalls durchgefiihrt werden, doch 
habe ich die Methode noch nicht fertig ausgearbeitet, so daB ich mir 
ihre Beschreibung fiir eine naéchste kurze Mitteilung vorbehalte. 


Farbenreaktion. 

Vom gut durchgemischten Destillat werden 2 cem (die 0,08 cem 
Blut entsprechen) entnommen und in ein kleines Reagensglas (wie sie 
zur Wassermannschen Reaktion dienen) tibertragen. 

Der acetonhaltigen Lésung werden 0,5ccm einer gesattigten 
Natriumhydroxydlésung hinzugesetzt (mit TropfenzahIpipette gemessen), 
griindlich durchgemischt, bis das Alkali sich gleichmafSig in der Lésung 
verteilt hat, und zuletzt noch 2 Tropfen Salicylaldehyd (synthetisch, 
Kahlbaum) hinzugefiigt. Ich benutze eine Tropfenzahlflasche aus 
dunklem Glas, die mit 1eem Aldehyd 34 Tropfen gibt, doch konnte 
ich mich tiberzeugen, daB kleine Unterschiede der TropfengréBe das 
Resultat der Farbenreaktion nicht merklich beeinflussen. 

Die Tropfen miissen getrennt zugesetzt werden, und nach jedem 
muB rasch und griindlich durchgemischt werden, da sich sonst ein 
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Niederschlag bildet, der schwer wieder in Lésung zu bringen ist und 
die kolorimetrische Messung hindert. 

Die so beschickten Reagensglaser bringt man fiir etwa 5 Minuten 
in ein kochendes Wasserbad, wo sie nach 1 bis 2 Minuten einmal durch- 
geschiittelt werden. Nach der Erhitzung werden sie 6 bis 12 Stunden 
stehengelassen, wonach sie zum kolorimetrischen Vergleich bereit sind. 


Kolorimetrie. 

Die in der angegebenen Weise ausgefiihrte Reaktion ist sehr emp- 
findlich. Eine Lésung, die in den 2 cem, welche man zur Probe braucht, 
0.5 Aceton enthalt, entwickelt eine Farbe, die vollkommen von der 
einer Blindprobe unterscheidbar ist. Wenn daher mit 2 cem Destillat, 
entsprechend 0,08 ccm Blut, gearbeitet wird, kann die Anwesenheit 
von weniger als 1 mg Aceton in 100 cem Blut bestimmt werden. Dies 
ist der Wert, der fiir das Blut eines gesunden Mannes als normal gilt. 
Tatsachlich fand ich bei gesunden Menschen die Reaktion in dieser 
GréBenordnung positiv. 

Zur Kolorimetrie ist ein Farbenvergleich mit titrierten Aceton- 
lésungen nicht zu empfehlen, weil diese Lésungen miihsam zu bereiten 
und unbestaindig sind, und weil in unserer Reaktion die Farbung aus 
der Uberlagerung von zwei Einzelfarben gebildet ist, von denen die eine 
von den Reagenzien stammt und immer gleich ist, die zweite ver- 
anderlich ist und dem Acetongehalt der Lésung proportional ist. 
Deswegen ist die Proportionalitat der Farben zur Konzentration nicht 
mehr eine direkte, da eine additive Komponente vorhanden ist, wie 
auch aus den Kurven, die weiter unten reproduziert und erklart sind, 
ersichtlich ist. Aus diesem Grunde miBte man viele Lésungen mit 
bekanntem Titer vorbereiten, was offenbar sehr wenig praktisch ist. 

Deshalb habe ich, wie es schon Behre (6) einmal fiir die Harnaceton- 
bestimmung getan hat, drei bestandige und leicht reproduzierbare 
Lésungen bereitet, deren eine die Farbe der Reagenzien in der Blind- 
probe besitzt, und deren andere, bei verschiedenen Verdiinnungen, 
die Farben der Acetonkonzentrationen zwischen 0,5 und 20 y in 2 cem 
zeigt. Nach laingeren Versuchen ist es mir gelungen, eine ganz gute 
kolorimetrische Ubereinstimmung zu finden, auch wenn die spektro- 
skopische Analyse einen Unterschied aufweist, indem die acetonhaitige 
Lésung etwas mehr als die zwei anderen im Violett absorbiert. 

Es war nicht méglich, mit einer einzigen Lésung die Farben der 
ganzen Reihe zu reproduzieren, weil man beider Verdiinnung der starkeren 
Lésung fiir die ganz niederen Acetonwerte eine zu rote Nuance bekommt, 
und umgekehrt mit der schwacheren, wenn man sie fiir héhere Aceton- 
werte benutzen will, eine zu gelbe Nuance erhielt. In der mittleren 
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Zone stimmen dagegen die zwei Standards ganz gut miteinander tberein, 
so da man sie wechseln kénnte. Man kann sich hiervon iiberzeugen, 
wenn man in der einen oder in der anderen Richtung die betreffenden 
Kurven extrapoliert. 

Die drei Lésungen haben folgende Zusammensetzung in Gramm 
pro 100 cem: 

Blind probe: Kaliumchromat 0,091; Kaliumbichromat 0,046. 

Starker Standard: Kobaltchlorid 5,241; Kaliumbichromat 0,698. 

Schwacher Standard: Kobaltchlorid 0,909; Kaliumbichromat 0,897. 

(Man mu8 beachten, daB das Kobaltchlorid manchmal in der Lésung 
einen ganz kleinen Bodensatz hinterlaBt, der mittels Dekantieren oder 
Filtrieren entfernt werden muB.) 

Die erste Lésung gleicht der Farbe der Blindprobe, wie man 
sie mit den Reagenzien und 2cem destillierten Wassers nach Er- 
warmung und Stehenlassen bekommt, der starke Standard entspricht 
einer Konzentration von 20 » Aceton in 2 ccm Lésung, und der schwache 


einer Konzentration von 7 y in 2 ccm. 


Von diesen zwei Mutterlésungen ausgehend, bereitet man alle die 
Verdiinnungen, die zur Herstellung der kontinuierlichen Reihe der 
Vergleichslésungen nétig sind, was mit Hilfe der beiden beigefiigten 
Tabellen oder der betreffenden Kurven geschehen kann. Die letzten 
wurden von mir Punkt fiir Punkt erhalten, indem ich die entsprechenden 
Acetonlésungen bereitete und sie mit den Verdiinnungen der Standard- 
lésungen der Reihe nach kolorimetrisch verglich. Die Farbe der Stamm- 
lésungen ist mit 100 bezeichnet, und die Zahl steigt dann mit steigender 
Verdiinnung, d.h., daB man bei der Bereitung einer beliebigen Ver- 
gleichslésung 100 Teile Stammlésung mit Wasser bis zu der in der 
Tabelle oder in der Kurve angegebenen Zahl verdiinnen mu; so be- 
reitet man z. B. die Vergleichslésung fiir 3 y Aceton mit 100 Teilen 
(Volumen) schwacher Standardlésung und 220 Teilen Wasser. 


Sowohl in den Tabellen als in den Kurven habe ich auch die Ver- 
diinnungswerte, die man erhalt, wenn man nach dem Beerschen Gesetz 


Verdiinnungen der starken Standardlésung. 





ee Verdiinnung int Se Verdiinnung 
Richtige ‘ Richtige oY 0 
y Aceton Verdiinnung nach = ne y Aceton Verdiinnung nach — ds 
/ 
20 100 100 i ee: 167 
18 106 111 10 170 200 
16 114 125 9 196 222 
14 125 143 8 227 250 
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Verdiinnungen der schwachen Standardlésung. 
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ein einfaches Verhaltnis zwischen Konzentration und Farbe annimmt, 
wiedergegeben, um zu zeigen, wieweit sie von den experimentell ge- 
fundenen Werten abweichen. 

Wenn man so die zum Farbenvergleich nétigen Lésungen vor- 
bereitet hat, ist man imstande, die Messungen sowohl mit dem Kolori- 
meter als durch direkten Vergleich durchzufiihren. Das letzte Ver- 
fahren ist einfacher und deshalb praktischer; daher habe ich die Serie 
der Vergleichslésungen in Reagensgliser eingeschmolzen (die selbst- 
verstandlich alle identisch mit jenen, die man zur Farbenreaktion 
braucht, sein miissen) und nach den entsprechenden y-Acetonwerten 
numeriert aufbewahrt. Mit zunehmendem Acetongehalt habe ich 
gréBere Abstinde zwischen den Seriengliedern gelassen, da die Méglich- 
keit, die chromatischen Unterschiede zu schatzen, im gleichen Mabe 

Biochemische Zeitschrift Band 274. 4 
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abnimmt. In Fallen von schwerer Azidosis sind die Acetonwerte be- 
deutend héher als die, welche die Standardserie umfaBt, weshalb ich 
absichtlich die Methode so ausgearbeitet habe, daB 3ccm Destillat 
zur Reserve zuriickbleiben; man braucht dann nur dieselben in ge- 
eigneter Weise zu verdiinnen, wenn eine Vorprobe mit den ersten 2 ccm 
des Destillats die Gegenwart gréBerer Acetonmengen ergeben hat. 
Der Farbenvergleich geschieht in der tiblichen Weise. Die Berechnung 
der Analysenergebnisse gestaltet sich einfach, indem man den y-Wert, 
der dem Serienglied der Farbenskala entspricht, mit 1,25 multipliziert, 
bekommt man den Acetongehalt des Blutes in mg-°%, ausgedriickt. 


Literatur. 
1) R. Fabinyi, Chem. Zentralbl. 2, 302, 1900. 2) V. Frommer, Berl. 


klin. Wochenschr. 42, 1008, 1905. 3) F. A. Csonka, J. of biol. Chem. 27, 
209, 1916. — 4) J. A. Behre u. S. R. Benedict, ebenda 70, 487, 1926. 

5) J. A. Behre, J. Lab. Clin. Med. 18, 770, 1928. — 6) Derselbe, ebenda 18, 
1155, 1928. — 7) Derselbe, J. of biol. Chem. 92, 679, 1931. 
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Untersuchungen iiber die Bedeutung der Phosphorsiure-ester 
fiir den Ablauf und Steuerung der Blutglykolyse. 


I. Mitteilung: 
Abbau der Hexosephosphorsiureester zu Triosephosphorsiureestern als erste 
Stufe der Glykolyse. Bildung eines Fructosephosphorsiureesters aus Glucose 
und Glycerinaldehyd durch intakte Erythrocyten. Versuch einer Erklirung 


der sogenannten Harden-Youngschen Girungsgleichung. 


Von 
Zacharias Dische. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien. Ausgefiihrt mit 
: fod 
Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der Wissenschaften in 
Wien.) 
(Eingegangen am 21. August 1954.) 


Wahrend wir tiber den Auf- und Abbau der Hexosephosphorsaure- 
ester in Muskelextrakten und PreSsaften, in Bluthimolysaten und im 
Hefemazerationssaft sehr eingehend unterrichtet sind, besitzen wir 
viel weniger Kenntnis tiber das Verhalten dieser Korper in intakten 
tierischen Zellen. Dies hangt zum groBen Teil mit methodischen 
Schwierigkeiten zusammen, die die Untersuchungen an diesen bieten. 
Denn die Zuckerphosphorsdureester dringen in intakte Zellen nicht 
ein, und so ist man, wenn Versuche an diesen zu_ eindeutigen 
Resultaten fiihren sollen, auf das Studium der im Innern der Zelle 
sich bildenden Zuckerester angewiesen. Die Bestimmung kleiner Mengen 
dieser Kérper im Zellinhalt begegnet manchen Schwierigkeiten, wenn 
sie mittels indirekter Methoden, bei denen leicht auch andere Substanzen 
mitbestimmt werden kénnen, erfolgt. Nun scheint es, dab, soweit 
das rein chemische Geschehen in Betracht kommt, die Ergebnisse der 
Versuche an Organsaften im allgemeinen ein richtiges Bild auch von 
den Vorgangen in intakten Zellen geben. Dies diirfte schon weniger 
der Fall sein, sofern es sich um das Zusammenspiel der einzelnen ‘leil- 
prozesse der Glykolyse und den Zusammenhang derselben mit anderen 
enzymatischen Prozessen, insbesondere synthetischer Natur handelt 
Hier muB eine intakte Zellstruktur von erheblicher Bedeutung sein. 

Vor einiger Zeit hat der Verfasser! die Beobachtung gemacht, dah 
im mit Na-Citrat oder -Fluorid ungerinnbar gemachten Menschenblute 
beim Stehen im Zimmer oder Eisschrank die Bildung einer Ketose 
mit Hilfe der Jollesschen Diphenylaminreaktion nachgewiesen werden 
kann. Es lag auf Grund der Versuchsbedingungen nahe, anzunehmen 


1 Z. Dische, diese Zeitschr. 229, 182, 1930. 
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daB es sich dabei um die Bildung eines der bekannten Fructosephosphor- 
sdurester handelt und daB sich dieser Ester auch in gewaschenen 
Erythrocyten des Menschen bilden wird. Nun sind gewaschene rote 
Blutkérperchen nicht nur frei von diffundierenden Zuckern, sondern 
auch sehr arm an anorganischer Phosphorsaéure, und so bestand die 
Aussicht, an diesen besonders einfachen und relativ wenig geschadigten 
Zellen die Bildung und den Abbau der Hexosephosphate unter be- 
sonders giinstigen, dabei doch nicht ganz unphysiologischen Bedingungen 
studieren zu kénnen. Ferner bot die Méglichkeit des Vergleiches dieser 
Prozesse in intakten und durch die Haimolyse und geringere Eingriffe 
geschadigten Erythrocyten, den EinfluB der Zellstruktur auf diese 
festzustellen. Endlich konnte an diesem Objekt der Zusammenhang 
zwischen Hexosephosphatbildung- und -abbau und anderen Phos- 
phorylierungs- und Dephosphorylierungsprozessen besonders leicht 
untersucht werden, der auf Grund der Ergebnisse von Engelhardt 
und Braunstein! iiber den Zusammenhang zwischen Glykolyse und 
Phosphorsaureestersynthese vorauszusehen war. 

Die genaue Untersuchung des Abbaues der Hexosephosphorsaure- 
ester in intakten sowie himolysierten Erythrocyten fiihrte zunachst 
zum Nachweis? des schon von /wanoff* und spater auch von anderen 
Autoren und neuerlich von Embden, Deuticke und Kraft* postulierten 
Zerfalls der Hexosephosphorsaureester zu einem Triosephosphorsaure- 
ester und der Abhangigkeit dieser Reaktion von der Konzentration 
des Hexose- und Trioseesters. Aus dieser Abhangigkeit sowie aus der 
Feststellung, daB die Erythrocyten aus Glycerinaldehyd einen Fructose- 
phosphorsaureester bilden, konnte auf die Reversibilitat der Zerfalls- 
reaktion geschlossen werden?. Unabhangig voneinander und vom 
Verfasser haben etwas spiter Meyerhof und Lohmann® am co-ferment- 
freien Muskelextrakt sowie Kobel und Neuberg® an Hefepraparaten 
den Zerfall des Harden-Young-Esters zum Triose-ester gefunden’; die 
ersteren haben den gebildeten Trioseester isoliert und als Dioxyaceton- 
phosphorsaureester identifiziert, sie haben ferner den direkten Nachweis 
erbracht §, daB die Zerfallsreaktion eine Gleichgewichtsreaktion ist. 
Ferner zeigten unsere Versuche, daB das Gleichgewicht zwischen dem 


1 W.A. Engelhardt u. A. E. Braunstein, diese Zeitschr. 201, 48, 1928. 
2 Z. Dische, Vorl. Mitt. i. d. Sitzung d. math.-naturw. Kl. d. Akad. d. 


Wiss. in Wien v. 19. Oktober 1933, Akad. Anz. 19. — * L. Iwanoff, 
Centralbl. f. Bakt. IT, 24, 1, 1909. — 4 Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. 
Wochenschr. 12, 213, 1933. — ° O. Meyerhof u. K. Lehmann, Naturwiss. 


22, 131, 1934. — ® M. Kobel u. C. Newberg, diese Zeitschr. 269, 441, 1934. 

- 7 Auch Lebedew teilt mit (Naturwiss. 22, 289, 1934), daB er am 28. Fe- 
bruar 1934 in der Mendeleewschen Chem. Ges. Moskau iiber Bildung des 
Triosephosphorsaure-esters berichtet hat. — § O. Meyerhof u. K. Lohmann, 
diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
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Hexose- und Trioseester schon bei geringer Schadigung der Zellstruktur, 
insbesondere aber bei Haimolyse stark nach der Seite des Trioseesters 
verschoben wird und demgemaB die Zerfallsgeschwindigkeit der Hexose- 
ester stark gesteigert wird. Diese Tatsache erlaubte eine hypothetische 
Erklarung fiir die sogenannte Harden-Youngsche Garungsgleichung 
zu geben. Alle diese Versuche sind Gegenstand der vorliegenden 
I. Mitteilung. 


In der II. Mitteilung soll dann iiber den Zusammenhang zwischen 
der Bildung der Hexoseester und anderen Phosphorylierungs- und 
Dephosphorylierungsprozessen in der Zelle, sowie iiber die Bedeutung 
der ersteren fiir die Regulation der Glykolyse berichtet werden. Bei 
diesen Versuchen ergab sich auch, daB auBer den Zucker- noch andere 
Phosphorsaureester bei der Regulation der Glykolysegeschwindigkeit 
eine bedeutende Rolle spielen und daB diese Regulation den Charakter 
einer Selbststeuerung zeigt, insofern als Hemmung der Glykolyse 
Prozesse auslést, die ihrerseits eine Beschleunigung der Glykolyse zur 
Folge haben. 


A. Bildung eines Fructosephosphorsiureesters aus Glucose durch gewaschene 
Erythroeyten. 

Es wurde zunachst die Frage gepriift, ob gewaschene rote Blut- 
kérperchen aus zugesetzter Glucose einen Fructoseester bilden, ferner 
untersucht, welches die optimalen Bedingungen dieses Vorganges sind 
und ob der entstehende Fructosephosphorsaureester ein Mono- oder 
Diphosphorsaureester bzw. ein Gemisch beider ist. 

Die Blutkérperchensuspension wurde so gewonnen, daB durch Na- 
Citrat ungerinnbar gemachtes AderlaSblut fiinfmal auf der Zentrifuge mit 
der vierfachen Menge physiologischer Kochsalzlésung gewaschen wurde. 
Diese Prozedur nahm 1'/, bis 2 Stunden in Anspruch. Dann wurde die 
Blutkérperchensuspension auf das urspriingliche Volumen der fiir den 
Versuch verwendeten Blutmenge aufgefiillt und in ein Wasserbad von 4° 
eingetaucht. 


1. Bestimmung des gebildeten Esters. 

Die Bestimmung des beim Stehen der Erythrocyten in glucosehalti- 
ger Suspensionsfliissigkeit sich bildenden Fructoseesters erfolgte nach 
EnteiweiBung mit Trichloressigsiure kolorimetrisch mit Hilfe der 
Diphenylaminreaktion nach der vom Verfasser angegebenen Vor- 
schrift!. Hierbei wurde angenommen, daB in den roten Blutkérperchen 
sich nur ein Fructosephosphorsadureester bildet, der mit dem Harden- 
Young-Ester identisch ist. Diese Annahme wurde durch spatere Ver- 
suche im wesentlichen gerechtfertigt. 


1 Z. Dische, Mikrochem. 1, 17, 1929; diese Zeitschr. 229, 172, 1930. 
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Bei dieser Bestimmung muBten zwei Umstande beachtet werden. Die 
Trichloressigséurefiltrate gewaschener, zuckerfreier Erythrocyten zeigen 
eine sehr schwache, aber deutlich wahrnehmbare griinliche Farbung. Sie 
riihrt wahrscheinlich von Spuren einer nicht diffundierenden Hexose und 
Triosephosphorsaureestern her. Diese Eigenfarbe der glucosefreien Erythro- 
cyten mu natiirlich kompensiert werden. Ebenso mu8_ beriicksichtigt 
werden, daf die im Trichloressigséurefiltrat der zuckerhaltigen Erythro- 
cytensuspension festgestellte Farbstirke der Diphenylaminreaktion zum 
Teil auch von einer gewissen Menge Glucose herriihrt, die von der urspriing- 
lich vorhandenen zuriickgeblieben ist, nachdem ein Teil in den Fructose- 
ester umgewandelt worden ist, ein anderer Teil zu Milchséiure bzw. anderen 
Dreikohlenstoffverbindungen abgebaut worden ist. Die Konzentration 
der Glucose in der Erythrocytensuspension kann man nun praktisch, wie 
diesbeziigliche Versuche ergeben haben, derjenigen in der kérperchenfreien 
Suspensionsfliissigkeit gleichsetzen, denn diese beiden GréGBen differieren 
maximal um einige Prozente, wobei der auf die Glucose entfallende Anteil 
an der Farbstarke der Diphenylaminreaktion aber immer nur einen geringen 
Bruchteil der gesamten Farbstairke ausmacht. Demnach wurde die Be- 
stimmung des Blut-Fructoseesters auf folgende Weise ausgefiihrt:  Fiir 
jede Bestimmung wurden je zwei Proben der Blutkérperchensuspension 
zu 2cem mit 2 cem der zuckerhaltigen und je 2 cem mit 2 ccm derselben, 
jedoch zuckerfreien Zusatzfliissigkeit in Zentrifugenglisern versetzt und 
stehengelassen. Am Ende des Versuchs wurde je eine zuckerhaltige und 
zuckerfreie Probe sofort durch Zusatz von 2 ccm einer 25° igen Trichlor- 
essigsiurelésung enteiwei8t, wahrend die zwei anderen Proben_ scharf 
abzentrifugiert wurden, von jeder wurden je 2 cem der blutkérperchenfreien 
Fliissigkeit abgehoben und mit 1 ccm der Trichloressigséiurelésung gefallt. 
In den Zentrifugaten der Suspensionsfliissigkeit wurde dann nach der 
Indolschwefelsiuremethode nach Dische-Popper! die Konzentration der 
Glucose bestimmt. An den Zentrifugaten der Gesamtsuspension wurde 
dann die Bestimmung der Fructoseesterkonzentration mit der Diphenyl- 
aminmethode so ausgefiihrt, daB je 1cem der beiden Zentrifugate sowie 
lcem einer entsprechend konzentrierten Standardlésung des Mg-Hexose- 
diphosphats?, das mit entsprechender Menge Trichloressigsaéure versetzt 
war, und ferner 1 ccm dest. Wassers in graduierten Eprouvetten von fast 
gleichem Durchmesser (deren sehr geringe Unterschiede korrigiert wurden) 
mit je 2cem des Diphenylaminreagens versetzt, dann 10 Minuten in 
siedendem Wasserbad gekocht. Hierauf wurde in einem Walpole-Kom- 
parator auf der einen Seite das Zentrifugat der zuckerfreien Probe und der 
Standardlésung, auf der anderen die zuckerhaltige und die Leerprobe 
hintereinandergestellt und die Standardlésung so weit mit dem Reagens 
verdiinnt, bis Farbengleichheit eintrat. Es gelang stets, auf 5° genau die 
Farbstairke der Diphenylaminreaktion zu ermitteln. Von diesem Wert 
wurde der auf die in der Blutprobe noch vorhandene Glucose entfallende 
Teil abgezogen. Dabei wurde als das Verhaltnis der Farbstarken der Di- 
phenylaminreaktion aquivalenter Mengen von Glucose- und Harden-Young- 
Ester der aus zahlreichen Versuchen erhaltene Mittelwert von 17,9 zu- 
grunde gelegt. 


' Z. Dische u. H. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926; Z. Dische, 
Mikrochem. 1, 21, 1929. — 2 Fiir die Uberlassung des Salzes bin ich Herrn 
C. Neuberg zu besonderem Dank verpflichtet. 
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2. EinfluB der Temperatur, der Glucosekonzentration und des py auf dic 
Bildung des Blutfructoseesters. 

Eine Erythrocytensuspension in physiologischer Kochsalzlésung, 
die 0,1°, Glucose enthalt, l4Bt nach ein- bis zweistiindigem Stehen 
bei Kérpertemperatur oder nach 3 bis 6 Stunden bei Zimmertemperatur 
(20 bis 40°) keine durch die Diphenylaminreaktion nachweisbare Bildung 
eines Fructoseesters erkennen. In einer isotonischen Na HCO,-Lésung 
ist dies dagegen der Fall (siehe V., III., V. und VI., Tabelle I). Wohl 
aber bilden sich schon bei neutraler Reaktion erhebliche Mengen des 
Esters, wenn man die zuckerhaltige Suspension 24 bis 30 Stunden im 
Kisschrank stehen laBt. Auch in diesem Falle wirkt alkalische Reaktion 
stark fordernd auf die Esterbildung (V., I. und IIT. der Tabelle 1). 


Tabelle I. 





Tempe- na Konzentration des 
ia mao , es ebildeten, Fructose- 
Fiiesigkelr _20cKerkonzentration ratur Versuchs "esters ‘ale Barden 
oC Std. Young-Ester berechnet 
I. TIsot. NaCl-Los. 0,02 °% Glucose 5 24 7,6 mg-°', 
» NaHCO, 0,02 % 5 24 | ae 
» NaCl 0,04 % a 5 24 13,4 , 
, Nall 0,02 °%, Mannose 5 24 8.5 . 
0,02 % - 5 
+0,02 % Glucose 5 13,3, 
II. Isot. NaHCO, 0,02 % 2 24 15,1 
» NaHCO, 0,04 °° 2 20,0 . 
» NaHCO, 0,100 % 2 24 19,0 
III. » NaHCO, 0,94 % 4 24 MA » 
» NaCl 0,04 % 4 24 10,0 , 
IV. » NaHCO; 0,04 °, 24 3 55 , 
Vv. , NaHCO, 0,04 % 24 3 8.5 
Physiol. NaCl 0,04 °% 24 3 0 
VI. . Na Cl 0,04 °%, 22 3 ae 
Isot. NaHCO, 0,04 % 22 3 a 
VIL. » NaCl 0,02 °% 26 1'/, Lie 
NaCl 0,02 % 26 11, 11,5 mg-9/9 mit "y59 


mol. monojodessig- 
saurem Na versetzt 
VII. » Nal 0,02 °, 30 1, 8 mg-°/p mit !o59 
mol. monojodessig- 
saurem Na versetzt 


we 


IX. | , NaCl 0,02 %, 49 My 0 mg-°/, 
~ Nal 0,02 40 Ny 6mg-9/, mit 0,25% 


NaF versetzt 


Die Glucosekonzentration iibt in einem bestimmten Bereiche 
keinen wesentlichen EinfluB auf die Esterbildung aus. Zusatz von 0,04- 
und 0,1°, der Glucoselésung zeigt das gleiche Ergebnis. Bei 0,02°,, 
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zeigt sich indessen ein Absinken der Esterbildung, wobei zu beriicksichti- 
gen ist, daB im Laufe des Versuchs die Glucosekonzentration in der 
Suspension durch Abbau und Esterbildung stark unter den Ausgangs- 
wert sinkt (siehe V., I. und II. der Tabelle I). Mannose wird ebenso 
verestert wie Glucose. Fructose und Galaktose dagegen nicht. Erstere 
wohl deswegen nicht, weil sie im Gegensatz zu den anderen Zuckern 
in die Erythrocyten nicht eindringt. Galaktose dringt leicht ein, wird 
aber nicht glykolysiert. Nur glykolysierbare Zucker kénnen also ver- 
estert werden (siehe V., I. der Tabelle I). 

Wird die Blutglykolyse durch Zusatz von 1/5) mol. Na-Fluorid oder 
' 559 mol. monojodessigsaures Na gehemmt, so tritt die Esterbildung in 
neutraler zuckerhaltiger Suspension nicht nur im Eisschrank, sondern 
auch bei Zimmer- und Kérpertemperatur auf (siehe V., VII., VIII. 
und IX. der Tabelle 1). 

Bei 4° bilden dabei die fluoridhaltigen Proben etwas weniger Ester 
als die fluoridfreien. Dies beruht, wie an anderer Stelle gezeigt werden 
wird, auf einer langsam fortschreitenden Inaktivierung des Fermentes 
durch das Fluorid. 


3. Orientierungsversuche zur Identifikation des Fructoscesters. Barytfallbarkeit 
des Esters. 


Zur Priifung der Frage, ob der mit Diphenylamin intensiv reagierende 
Kérper ein Fructoseester ist, wurden in mehreren Versuchen je 10 cem 
eines Trichloressigsiurezentrifugates einer esterhaltigen und _ esterfreien 
Erythrocytensuspension mit je 1,15 g kristallisiertem BaCl, versetzt, nach 
Auflésung mit 10° ,iger Na-Lauge neutralisiert und dann noch 1,3 cem 
der Lauge hinzugefiigt. Wenn sich der Niederschlag zu senken anfing, 
wurde er abzentrifugiert, zweimal mit je 10cem kaltgesattigtem Baryt- 
wasser gewaschen, dann in 10°%iger HCl gelést, das Ba mit n Na,SO,- 
Lésung ausgefallt, neutralisiert, auf 10 ccm aufgefiillt, das BaSO, ab- 
zentrifugiert. In der so erhaltenen Lésung wurde mit der Diphenylamin- 
reaktion die Menge des Esters als Harden-Young-Ester bestimmt und mit 
der vorher bestimmten Konzentration in dem urspriinglichen Zentrifugat 
verglichen. 

Es wurden bei diesen Versuchen 85 bis 93°, der die Fructose- 
reaktion zeigenden Substanzen niedergeschlagen, die Farbenreaktion 
ist demnach vollstandig auf einen Ester zu beziehen. 

Verhalten bei der Molischschen x-Naphtholreaktion in der Modifi- 
kation von Dische. Es blieb noch die Frage zu entscheiden, inwieweit 
der Blutfructoseester ein Diphosphat oder ein Monophosphat bzw. ein 
Gemenge beider ist. 

Eine Anwendung der iiblichen Lohmannschen! Hydrolysenmethode 
war unmédglich, da sich ja neben dem Zuckerester in den roten Blutkérperchen 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 325, 1928. 
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eine ganze Reihe zum Teil unbekannter Phosphorester befindet, deren 
Zusammensetzung wahrend der Fructoseesterbildung eine Anderung hatte 
erfahren kénnen. Ebensowenig konnte die von Lundsgaard'! gelegentlich 
einer Untersuchung am Muskel angewendete Methode des Vergleiches 
der waihrend der Hexoseesterbildung in organische Bindung iibergegangenen 
anorganischen Phosphorséure mit der Zunahme der Reduktion der nach 
Embden-Jost getallten Ester in unserem Falle zum Ziele fiihren. 

Ich bediente mich deshalb zur Entscheidung der oben gestellten 
Frage einer neuen, vor langerer Zeit? von mir angegebenen Methode, 
zur Bestimmung verschiedener gleichzeitig in Lésung_ befindlicher 
Zucker. Dieses Verfahren basiert auf der Tatsache, da verschiedene 
Zucker bei verschiedenen Kohlenhydratfarbreaktionen mit sehr ver- 
schiedener Intensitaét reagieren. Wenn wir also feststellen wollen, ob 
in einer Lésung nur ein Zucker oder ein Gemenge zweier Zucker vorliegt, 
so bestimmen wir kolorimetrisch durch Vergleich mit einer Lésung 
eines der beiden Zucker die Farbintensitat der betreffenden Lésung 
bei zwei verschiedenen Farbreaktionen. Diese miissen sich dadurch 
auszeichnen, daB die beiden betreffenden Zucker sehr verschieden 
stark bei ihnen reagieren. Befindet sich in der Lésung nur derjenige 
Zucker, dessen Lésung als Standard zum kolorimetrischen Vergleich 
herangezogen worden ist, so miissen beide kolorimetrische Methoden 
das gleiche Intensitatsverhaltnis zwischen der zu _ untersuchenden 
Lésung und der Standardlésung ergeben. Liegt dagegen ein Gemenge 
zweier Zucker vor, so ist das nicht der Fall. 

Zur Entscheidung der Frage, ob der Blutphosphorsaureester ein 
Hexose-di- oder -monophosphat ist bzw. ein Gemenge beider, eigneten 
sich nach dieser Methode zwei Farbreaktionen, und zwar 1. die Di- 
phenylaminreaktion, bei der das Fructosediphosphat und Monophosphat 
gleich stark reagieren, 2. die vom Verfasser angegebene Modifikation 
der Molischschen x-Naphtholreaktion?, die vom Verfasser und K. Sachs* 
auf ihre Eignung zur Bestimmung der Hexosephosphorsaureester 
geprift worden ist. Bei dieser Reaktion wird 1 cem der Lésung mit 
1/,cem einer 0,2 igen frisch bereiteten x-Naphthollésung und 9 ccm 
einer 75 Vol.-°%,igen H,SO, versetzt, durchgemischt und bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Unter diesen Umstinden zeigt z. B. der 
Neuberg-Ester und die Ketosekomponente des Embden-Esters eine 
starkere Farbe als der Harden-Young-Ester. Das Verha!tnis der Farben- 
intensitat des Neuberg-Ester : Harden-Young-Ester ist nach 5 Minuten 
langem Stehen etwa 5: 1, nach 20 Minuten Stehen bei Zimmertemperatur 
je nach deren Hohe 1,8 bis 2,6. Wird eine Lésung des Harden-Young- 
Esters in n HCI bei 100° erhitzt, so steigt die Intensitat der Naphthol- 
reaktion der Lésung nach MaBgabe der Zeitdauer des Erhitzens infolge 


! EB. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 169, 1929. 2 Z. Dische, 
Mikrochem. 1, 1, 1929. — * Noch nicht veréffentlicht. 
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des Uberganges des Diphosphats in das Monophosphat. Nach Lohmann 
ist die hydrolytische Spaltung des Diphosphats in Monophosphat nach 
30 Minuten Erhitzen beendet. Dementsprechend zeigen Lésungen des 
Harden-Young-Esters nach 30 Minuten Erhitzen ein Maximum der 
z-Naphtholreaktion, die bei weiterem Erhitzen konstant bleibt. Das 
Fructosemonophosphat zeigt natiirlich beim Erhitzen mit n HCl keine 
Zunahme der «-Naphtholreaktion. So kénnen diese beiden Ester leicht 
unterschieden werden. 

Um sich iiber die Natur des Blutphosphorsaureesters zu orientieren, 
wurde demnach folgendermaBen verfahren: 

Je 25 cem eines Trichloressigséurezentrifugats einer esterhaltigen und 
esterfreien Erythrocytensuspension wurden, wie oben beschrieben, mit 
Baryt gefallt und jedesmal der gewaschene Niederschlag, wie oben gelést 
und auf 10 cem aufgefiillt. Die Konzentration des Esters in dieser Lésung 
wurde zunachst mit Hilfe der Diphenylaminmethode bestimmt. Es wurde 
nun eine Standardlésung bereitet, die so viel Harden-Young-Ester enthielt, 
daB sie bei der Diphenylaminreaktion gleich stark erscheinen wiirde, wie 
die Blutfructoseesterlésung. Die beiden Lésungen wurden nun wie tiblich 
unter Kompensation der auBerst geringen Eigenfarbe der esterfreien Erythro- 
cyten in bezug auf die Intensitét der «-Naphtholreaktion verglichen. Ware 
im Blutfructoseester eine erhebliche Menge Monophosphat enthalten, so 
miiBte seine Lésung bei der Naphtholreaktion starker erscheinen als die 
verwendete Standardlésung des Harden-Young-Esters. Dies war aber in 
mehreren Versuchen nicht der Fall. Es ergaben sich vielmehr zwischen den 
beiden Lésungen Differenzen von maximal 10% nach oben und unten. 
Es wurde auch gepriift, wie sich die Fructoseester bei der Naphtholreaktion 
nach seiner Hydrolyse in n HCl verhalt. Hierzu wurde stets die oben 
erwahnte Lésung des mit Baryt gefallten Esters verwendet. Es zeigte sich 
nach Erhitzen in HCl stets eine erhebliche Zunahme der «-Naphthol- 
reaktion, wobei, wie zu erwarten war, nach 30 Minuten Erhitzen das 
Maximum erreicht wurde, und bei weiterem Erhitzen die Intensitat der 
Reaktion unverandert blieb. 

Der Blutfructoseester verhalt sich demnach bei der %-Naphthol- 
reaktion ganz so, als ob er fast vollkommen mit dem Harden-Young- 
Ester identisch ware. 

Identitat des Blutfructoseesters mit dem Harden-Youngschen Ester 
oder einem analogen (bisher unbekannten) ,,gemischten“’ Ester. Die 
oben angegebenen Tatsachen ergeben, da aller Wahrscheinlichkeit 
nach der Blutfructoseester vollstand’g aus dem Harden-Young-Ester 
besteht. Es ware aber immerhin noch méglich, daB nicht der Harden- 
Young-Ester, sondern ein analog gebauter ,,gemischter‘‘ Di-Ester vorliegt, 
dessen Hydrolysierbarkeit mit derjenigen des Harden-Young-Esters weit- 
gehend iibereinstimmen miBte. An diese Eventualitat lassen Versuche 
denken, tiber die der Verfasser auf dem PhysiologenkongreB 1932 
berichtet hat, in denen die in einer Erythrocytensuspension gebildete 
Estermenge mit der gleichzeitig veresterten Menge anorganischer 
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Phosphorsaure verglichen worden ist. Es zeigte sich, daB selbst dann, 
wenn geniigend anorganische Phosphorsdure zur Verfiigung stand, die 
veresterte Menge viel kleiner war, als es der gleichzeitig gebildeten 
Menge Fructoseester entsprach, selbst unter der Annahme, dab dieser 
vollstindig ein Monophosphorsaéureester war. Dieses Phinomen, auf 
das in der folgenden Mitteilung ausfiihrlich eingegangen werden soll, 
zwingt zur Annahme, da entweder die Veresterung des Zuckers mit 
der Dephosphorylierung anderer in den roten Blutkérperchen enthaltener 
Phosphorsaureester in einer besonderen Art gekoppelt ist, oder dab 
sich die Hexose nicht mit anorganischer Phosphorsaiure, sondern mit 
anderen Phosphorsadureestern verbindet, wobei also eine bisher un- 
bekannte Art ,,gemischter’* Ester entstehen wiirde. Es miBte dann 
auch soleche gemischte Triosephosphorsdureester geben. Alle Wahr- 
scheinlichkeit spricht gegen die letztere und fiir die erstere Alternative. 
Versuche zur Entscheidung der Frage sind im Gange}?. 


B. Abbau des Blutfructoseesters durch intakte Erythrocyten. 

Die Erythrocyten des Menschen sind fiir Zuckerphosphorsaure- 
ester impermeabel. Wascht man Blut oder eine zuckerhaltige Erythro- 
cytensuspension, die 24 Stunden im Eisschrank gestanden hat, mit 
physiologischer Kochsalzlésung, so diffundiert der in den Blutkérperchen 
entstandene Fructoseester nicht heraus und man gewinnt auf diese 
Weise glucosefreie Erythrocyten, die in ihrem Innern den Fructose- 
ester enthalten. Zur Gewinnung einer an Fructoseester mdglichst 
hochkonzentrierten Suspension verfahrt man am besten so, dafs man 
Citratblut 24 bis 30 Stunden im Eisschrank stehen ]4Bt und mit 
physiologischer, auf 4°C abgekiihlter Kochsalzlésung dann méglichst 
rasch glucosefrei wascht. Fiir unsere Versuche tiber den Abbau des in 
Erythrocyten enthaltenen Fructoseesters wurde die auf die eben 
geschilderte Weise gewonnene Suspension stets auf das urspriingliche 
Blutvolumen aufgefiillt und zur Verhiitung des Esterschwundes sofort 
in ein Wasserbad von 4°C im Eisschrank versenkt. 


Stehen die mit dem Fructoseester beladenen Erythrocyten eine 
bis mehrere Stunden bei Kérper- oder Zimmertemperatur oder mindestens 


' Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen erwies sich auch die 
Reduktion des Fructoseesters nach Hagedorn-Jensen der des Harden-Y oung- 
Esters gleich. Die Hydrolysierbarkeit des entsprechenden Trioseesters 
gleicht der der Triosephosphorsiureester. Der Vergleich des leicht abspalt- 
baren P in Ester beladenen und freien Blutkérperchen zeigt, da Ver- 
esterung des Zuckers mit gleichzeitiger Dephosphorylierung der Adenosin- 
triphosphorsiure einhergeht. Diese wird in spiterem Stadium der Glykolyse 
rickgaéngig gemacht, was erst Dephosphorylierung der Phosphoglycerin- 
saure erméglicht. Darauf diirfte die Wirkung des Co-Ferments beruhen. 
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48 Stunden im Eisschrank, so verschwindet der Ester. Die Geschwindig- 
keit dieses Abbaues bei den verschiedenen Temperaturen wurde in 
der Weise gemessen, daB eine Probe der Erythrocytensuspension sofort 
enteiweiBt wurde, andere Proben verschieden lange Zeit bei ver- 
schiedenen Temperaturen stehengelassen, dann enteiweiBt wurden und 
in den Trichloressigsaure-zentrifugaten die Abnahme der Farbintensitat 
der Diphenylaminreaktion kolorimetrisch bestimmt wurde. —Dazu 
wurde im Walpole-Komparator auf der einen Seite die Probe mit dem 
Anfangswert und die Leerprobe, auf der anderen Seite die Probe, in 
der der Abbau stattgefunden hat, und die Mg- Hexosediphosphatstandard- 
losung hintereinandergestellt und die Standardlésung solange verdiinnt, 
bis Farbengleichheit eintrat. Auf diese Weise lieB sich die Menge des 
in der betreffenden Probe verschwundenen Esters bestimmen. Die 
Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle II zusammengefaBt. 


Tabelle II. 


Abbau des Blutfructoseesters bei verschiedenen Temperaturen. 








' Menge des ab- Menge des ab- 
gebauten Esters gebauten Esters 
si als Harden- a als Harden- 
rempe- Dauer Young-Ester be- Tempe- Dauer Young-Meter bo- 
remy _, des rechnet in revar _ des rechnet in 
Versuchs mg-0/, der Blut- Versuchs — mg-0/9 der Blut- 
korperchensus- korperchensus- 
0c pension oC pension 
I. 389 32 Min. 11,1 Vil. 40 11), Min. 3,6 
39 60 , 13,4 40 S25 55 
; i 4 18 Std. 3,6 
a. 38 16” 7.9 rl 7. 5.5 
38 2 ie 11 
, 1 ; 
Il.) 40 “oe 11,5 VHT.) 40 | 1%/g Min. 4,4 
40 1 12,1 > an ie ae M3 
” ye 40 = 8,7 
ry. 41 My 11,5 + 23 Std. 6,2 
4] 23 , 13,2 4|4, 12,5 
41 33 Ci, 14,4 
41 0.5 16,8 IX. 18 241, Std. 5,7 
Vy. 40 “Sa 91 40 30 Min. 11,5 
40 6 9,1 X. 40 | 1% Min. 5,5 
Vi. 40 me 3,6 40 oS 9,9 
40 ae 7,8 40 ee 13,2 


Es zeigte 


abnimmt. 





sich iiberraschenderweise, daB die Geschwindigkeit des 
Esterabbaues bei Kérper- und Zimmertemperatur mit der Zeit sehr stark 


Sie ist bei Beginn eines jeden Versuchs weit gréBer als die 


Geschwindigkeit des Glucoseabbaues bei gleicher Temperatur, wird aber 
nach einer gewissen Zeit von der GréBenordnung der letzteren. Bei 
40° ist dieser Wert schon nach 3 Minuten Aufenthalt im Wasserbad 
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erreicht, bei Zimmertemperatur etwa nach 30 Minuten. Die Durch- 
schnittsgeschwindigkeit des Esterabbaues ist bei 40° wahrend der ersten 
3 Minuten drei- bis fiinfmal so groB als die normale Glykolyseabbau- 
geschwindigkeit im Blute. Wahrend der ersten 90 Sekunden ist sie 
noch viel gréBer. Man muB dabei noch beriicksichtigen, daB es nach 
Versenken der Blutprobe in das Wasserbad von 40° etwa 30 Sekunden 
dauert, bis diese die Temperatur des Wasserbades angenommen hat. 
Wahrend dieser Zeit geht der Abbau des Esters mit einer weit ge- 
ringeren Geschwindigkeit als es bei 40° der Fall ist, vor sich, so daB der 
bei 90 Sekunden festgestellte Abbau eigentlich schon in einer noch 
kirzeren Zeit stattgefunden hat. Bei 4°, bezogen auf eine Periode von 
48 Stunden, geht dagegen der Abbau des Esters in den ersten 24 Stunden 
mit fast der gleichen Geschwindigkeit vor sich wie in den nachfolgenden 
24 Stunden. 

Bei dieser Temperatur verschwinden in 100 cem der Blutkérperchen- 
suspension 2 bis 3 mg des im Ester enthaltenen Zuckers. 

Fiir die Erklarung dieses eigentiimlichen Abfalles der Abbau- 
geschwindigkeit des Fructoseesters war die Feststellung wichtig, dab 
wahrend des rapiden Zerfalles des Esters bei 40° in den ersten 3 Minuten 
nach dem Versenken im Wasserbad nur etwa 25°, des verschwundenen 
Zuckers in Form von Milchsaéure erscheinen. Vergleicht man dagegen 
die Menge des verschwundenen Esters und der gebildeten Milchsaure 
nach einem Aufenthalt der Blutprobe von etwa 30 Minuten im Wasser- 
bad von 40°, so erscheinen 88 bis 100° des verschwundenen Esters 
als Milchséure wieder. (Die Bestimmung derselben erfolgte nach der 
kolorimetrischen Methode von Dische-Laszlo'.) Dieses Phanomen 
legte die Vermutung nahe, daB der Ester zu einer Zwischenstufe zerfallt 
und daB die Geschwindigkeit dieses Prozesses viel gréfer ist als die 
Geschwindigkeit der Milchsdurebildung aus dieser Zwischenstufe, was 
zu einer Ansammlung der letzteren fiihren muBb. Die Erhéhung der 
Konzentration der ersten Zwischenstufe hemmt nun entweder auf Grund 
des Massenwirkungsgesetzes oder durch Einwirken auf das Ferment 
den Zerfall des Esters, bis ein Gleichgewicht erreicht wird, bei dem 
ebensoviel Ester zerfallt, als sich Milchsaure bildet. Auf Grund der 
Untersuchungen von Embden, Deuticke und Kraft sowie Meyerhof und 
Kiessling? muBte an die Méglichkeit gedacht werden, daB der sich an- 
sammelnde Zwischenkérper ein Trioseester ist. Der Verfasser hat nun, 
zusammen mit S. 8. Robbins, eine sehr empfindliche Farbenreaktion 
zum Nachweis der Triosen ausgearbeitet®?. Diese Reaktion wurde an- 
gewendet, um die Bildung eines Triosephosphorsaureesters beim Abbau 


! Z. Dische u. D. Laszlo, diese Zeitschr. 187, 344, 1927. 20. Meyerhof 
u. W. Kiessling, ebenda 264, 40, 1933. - 3 Z, Dische u. S. S. Robbins, 


ebenda 271, 304, 1934. 








62 Z. Dische: 


des Blutfructoseesters nachzuweisen. Zu diesem Zwecke wurden je 
4 ccm eines Trichloressigsaurefiltrats von einer esterbeladenen Erythro- 
cytensuspension, in der kein Esterabbau stattgefunden hatte, sowie 
je 4ceem einer solchen, die durch 3 und 30 Minuten bei 40° bzw. 
24 Stunden bei 4° gestanden hat, wobei der in ihr enthaltene Ester 
zum Teil zerfiel, durch 15 Minuten im Wasserbad von 100° erhitzt und 
dann mit je 1eem HCl, spez. Gew. 1,19, sowie '/, cem einer 0,1 %igen 
z-Methylindollésung versetzt und durch 2 Stunden bei Zimmertempe- 
ratur stehengelassen. Es konnte festgestellt werden, daB in der Probe, 
die 3 Minuten im Wasserbad von 40° war, und in der also ein Teil des 
Esters mit der sehr groBen Anfangszerfallsgeschwindigkeit abgebaut 
worden ist, eine erhebliche Zunahme der «-Methylindolreaktion fest- 
gestellt werden konnte. Die Probe, die 30 Minuten im Wasserbad war, 
zeigte keine Differenz gegeniiber der Probe mit der Anfangskonzentration 
des Esters, wahrend die Probe, die 24 Stunden bei 4° verweilte, eine 
betraichtliche Abnahme der x-Methylindolreaktion aufwies. Die Unter- 
schiede der x-Methylindolreaktion waren nur dann zu sehen, wenn die 
Trichloressigsdurefiltrate vor dem Ansetzen der Farbenreaktion 15 Mi- 
nuten im siedenden Wasserbad erhitzt worden waren. Der Korper, auf 
den die Differenzen zu beziehen waren, bildete sich also beim Er- 
hitzen in saurer Lésung. Wurden die erhitzten Filtrate durch Zu- 
satz eines Tropfens 0,1 cem 30°%iger KOH alkalisch gemacht und 

, Stunde bei Zimmertemperatur belassen, so verschwand jede Differenz 
bei der «-Methylindolreaktion. Dies spricht dafiir, daB der beim Er- 
hitzen durch Filtrate gebildete Kérper Methylglyoxal ist, das sich beim 
Erhitzen der Triose in saurer Lésung bildet. Danach scheint ein Anstieg 
der Trioseesterkonzentration den Abbau des Hexoseesters in dem be- 
treffenden Substrat zu hemmen. Dem schien zu widersprechen, dab 
bei 4° der Abbau des Hexoseesters in den ersten 24 Stunden ungefahr 
ebenso groB war wie in den nachfolgenden, obwohl in diesen die Kon- 
zentration des Trioseesters geringer sein mubte. Dies hangt indessen 
mit der Tatsache zusammen, dab die Zerfallsgeschwindigkeit des Hexose- 
esters mit dem Sinken seiner Konzentration ebenfalls abnimmt und daB so 
der Effekt der Verminderung der Trioseesterkonzentration bei den Abbau- 
versuchen im Eisschrank gerade kompensiert worden ist. Die Richtig- 
keit der hier gegebenen Deutung des Abbaues des Blutfructoseesters 
durch intakte Erythrocyten ergaben ganz analoge Versuche an Hamo- 
lysaten, denen Hexose-di- und -monophosphat zugesetzt worden war. 


(. Abbau der Hexosephosphorsiureester zu Triosephosphorsiureestern durch 
himolysierte Erythrocyten. 

Fiir diese Versuche wurde die Blutk6érperchensuspension, wie 

oben beschrieben, hergestellt und in einem Wasserbad von 4° im Kis- 

schrank gehalten. Fiir jeden Versuch wurden Proben zu 3 ccm in 
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Zentrifugenglasern abgemessen und mit der gleichen Menge ent- 
sprechender, auf 4° abgekiihlter Lésungen der Ester in dest. Wasser 
vermengt, umgeschiittelt und 10 Minuten im Eisschrank  stehen- 
gelassen. Fiir jeden Versuch wurde eine Blutprobe in gleicher 
Weise mit reinem dest. Wasser versetzt und ebenso wie die anderen 
Proben behandelt. Mit diesen Proben wurden zwei Versuchsreihen 
angesetzt. 


1. Verdnderung der Abbaugeschwindigkeit der Hexoseester wahrend der 
Versuchszeit. 


Bei diesen Versuchen wurden entweder je zwei oder drei mit einer 
bestimmten Esterlésung versetzte Bluthimolysatproben und eine gleiche 
Anzahl von mit dest. Wasser versetzten Proben gleichzeitig in ein Wasserbad 
von 40° eingetaucht und je eine esterhaltige und esterfreie Probe nach 
3, 6 bzw. 9 Minuten herausgenommen, gleichzeitig in Eiswasser hinein- 
gestellt und nach | Minute durch Zusatz von 3cem einer 25°% igen Tri- 
chloressigsiure enteiweiBt, oder es wurden die entsprechenden Ansatze 
wahrend 24 bzw. 48 Stunden im Wasserbad von 4° gehalten und dann ent- 
eiweiBt. Zugesetzt wurden das Mg-Salz des Harden-Young-Esters und das 
aus dem Bariumsalz durch Umsetzen mit Na,SO, gewonnene Na-Salz 
des Embden-Esters. 

Meistens wurde der Abbau beider Ester gleichzeitig in demselben 
Versuch verfolgt. Die Abnahme der Esterkonzentration wurde nach der 
Indolschwefelsiuremethode von Dische- Popper untersucht. Als Standard - 
lésung wurde immer die dem Blute jeweils zugesetzte Lésung verwendet, 
von der ein Teil mit einem Teil physiologischer NaCl-Lésung und einem 
Teil 20 °%iger Trichloressigsiure vermischt war. Da die gewaschenen roten 
Blutk6érperchen nichtdiffundierende Kohlenhydrate enthalten, die mit 
Indolschwefelsiure eine Braunfarbung zeigen (diese Braunfarbung ent- 
spricht emem Gehalt von etwa 10 mg Glucose in 100 cem des aus der Ader 
entnommenen Blutes), so wurde zur Kompensation dieser Eigenfarbe bei 
der Bestimmung des Esterabbaues im Walpole-Komparator das Trichlor- 
essigsiurezentrifugat der esterhaltigen Suspension und eine Leerprobe aut 
der einen, das Zentrifugat der esterfreien und der Standard auf der anderen 
Seite hintereinandergestellt und der Standard mit der Leerprobe bis zur 
Farbengleichheit verdiinnt. Auf diese Weise wurde die prozentuale Ab 
nahme der Esterkonzentration im Versuch ermittelt. Bei Versuchen mit 
dem Monophosphat wurden auBerdem mit Hilfe der Diphenylaminreaktion 
der Zerfall der Ketosekomponente des Esters verfolgt. Man mu beachten. 
daB der sich beim Zerfall der Hexoseester bildende Trioseester bei der 
Indolschwefelséurereaktion eine gewisse Braunfarbung gibt (der Glycerin- 
aldehyd gibt z. B. eine siebenmal schwachere Farbe als die gleiche Menge 
Glucose). Die mit Hilfe der Indolschwefelsaurereaktion festgestellte Ab- 
nahme der Zuckeresterreaktion im Bluthamolysat ist also etwas kleiner 
als die wirkliche Abnahme. Umgekehrt ist die mit Hilfe der Diphenylamin- 
reaktion festgestellte Abnahme der Ketosekomponente des Hmbden-Esters 
etwas zu groB, da Triosen bei dieser Reaktion einen gelben Farbton ergeben. 
dessen Uberlagerung iiber die blaue Farbe zu einer Abschwachung der 
Farbintensitat fiir das Auge fiihrt. Diese geringe Unsicherheit der er- 
mittelten Esterkonzentrationen spielt fiir die Beurteilung unserer Versuchs- 
ergebnisse gar keine Rolle, da es ja nicht auf die absoluten Werte, sondern 
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auf das Verhaltnis der Abnahme der Esterkonzentration nach verschiedener 
Zeitdauer des Versuchs und bei verschiedener Konzentration des Esters 
ankommt. 

Tabelle ITI. 





Abbau in °/) des Anfangswertes nach 





Konzen- aie PRs Sao 
tration der 3 Min. 3 Min. 6 Min. 9 Min. 
no — panel Art des Ester ’ 
refiigte 4 aes Es Ss ‘ 
"ster cot: tell nach der Indolmethode 
piesa methode 
Ia 0,068 MgS des | Harden- | _ 48 54 54 
b 0,034 MgsS , 4} Young- ao 55 aa — 
o| 018 | Mg8 - | Reters | ain i er 
d 0,080 BaS des Embden-Esters 18 30 40 
e 0,200 BaS' , ‘ 0 
IL. a 0,068 MgS des Harden- Young- 
Ksters 52 52 
0,080 BaS des Neuberg-Esters 58 60 
¢ 0,200 Bas , ” 48 10 
lll. a 0,080 BaS , m 50 50 
b 0,200 BaS , f 50 30 
IV. a 0,160 BaS des Embden-Esters 13 15 ee 
b 0,080 BaS  , i 36 55 50 
V. 0,140 BaS , ‘és 55 75 75 
VI. 0,080 Bas , ss 0 30 
0,068 MgS des Harden- Young- 42 
Esters 


Wie man aus den Versuchen I., IV. und V. der Tabelle III ersieht, 
sinkt die Geschwindigkeit des Esterabbaues im Himolysat ebenso 
rasch wieder ab, wie dies in den intakten Blutkérperchen der Fall ist. 
Bei 40° ist schon nach 3 Minuten der Abbau des Harden-Young- Esters 
fast vollstandig zum Stillstand gekommen, jener des Embden-Esters 
nach 6 Minuten. Bei 4°C findet nach 24 Stunden kein Abbau mehr 
statt. Dieser Stillstand des Abbaues kann offenbar nicht auf eine 
Zerstérung des Ferments bezogen werden, da wir ja aus den Unter- 
suchungen von Meyerhof! wissen, daB mit Kohlenhydrat versetzte 
Bluthimolysate nach 24 Stunden Aufenthalt im Eisschrank ihre Wirk- 
samkeit nicht einbiiBen. Auch bei 40° ist nach 3 Minuten ein GroBteil 
des Ferments noch erhalten. Der Stillstand der Reaktion kann demnach 
nur so erklirt werden, dap, sobald eine gewisse Konzentration der Zerfalls- 
produkte erreicht ist, der Abbau zum Stillstand kommt. 

2. EinfluB der Konzentration der Hexoseester auf thre Abbaugeschwindigkeit. 

Bei diesen Versuchen wurde auch der Abbau des Neuberg-Esters? 
neben den zwei anderen Estern gepriift. Wie die Versuche I. bis IV. der 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 246, 249, 1932. — * C. Neuberg, ebenda 
SS, 432, 1918. 
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Tabelle III zeigen, sinkt die prozentuale Abnahme der Esterkonzentra- 
tion mit steigender Anfangskonzentration des Esters. Bei Zusatz 
einer etwa 0,2 % igen Lésung (als Ba-Salz berechnet) des Monophosphats 
sinkt die Abbaugeschwindigkeit praktisch auf Null ab. Es ist vorlaufig 
unmdglich, eine Erklarung fiir diese Erscheinung zu geben. Wie aus 
Versuch I.d und Versuch IV. hervorgeht, ist die prozentuale Abnahme 
der Diphenylaminreaktion beim Embden-Ester stets kleiner als die 
der Indolschwefelsiurereaktion. Dies kénnte darauf beruhen, dab 
entweder die Aldosekomponente des Esters rascher als die Ketosekompo- 
nente abgebaut wird, oder daB parallel mit dem Abbau des Mono- 
phosphats sich etwas Fructosediphosphat bildet. Zugunsten der ersteren 
Méglichkeit sprechen die Versuche mit dem Neuberg-Ester (Versuche II. 
und II]. der Tabelle II). Danach ist bei niedriger Konzentration der 
zugesetzten Esterlésung kein ins Gewicht fallender Unterschied zwischen 
der prozentualen Abnahme der Diphenylamin- und der Indolreaktion 
festzustellen. Bei Erhéhung der Konzentration des Esters tiber 0,2 °, tritt 
eine sehr erhebliche Hemmung der Abnahme der Indolreaktion ein, da- 
gegen nimmt die Diphenylaminreaktion fast ebensoviel ab wie bei nie- 
drigerer Konzentration. Dies kann nur folgendermafen erklart werden: 
Wie Neuberg und Leibowitz sowie Lohmann gefunden haben!, gehen die 
einzelnen Zuckerphosphate ineinander tiber, und unterliegt insbesondere 
der Neuberg-Ester in verschiedenen Organextrakten einer Umlagerung 
zum Embden-Ester, Der Verfasser konnte dieses Phanomen an intakten 
Erythrocyten beobachten, da das betreffende Ferment offenbar auch 
an der Oberflache der Zelle, abgesondert vom glykolytischen Ferment, 
vorhanden ist. Wir miissen annehmen, daB im Bluthimolysat diese 
Umlagerung des Neuberg-Esters ebenso vor sich geht wie in Organ- 
extrakten. Wenn sich nun diese Umlagerung dem Zerfall des Esters 
iiberlagert, miBte die Abnahme der Diphenylaminreaktion beim 
Abbau des Esters prozentual viel gréBer sein als die Abnahme der 
Indolreaktion, da ja der Unterschied in der Reaktionsfahigkeit zwischen 
Aldosen und Ketosen nur bei der ersteren bedeutend ist. Wir sehen 
aber, daB dieses Verhalten nur bei den relativ hohen Konzentrationen 
des Esters zum Vorschein kommt. Dies ist offenbar so zu deuten, 
daB bei der niedrigeren Konzentration des Esters der durch Um- 
lagerung des Ketoseesters gebildete Aldoseester sofort weiter ab- 
gebaut wird. 

Die Geschwindigkeit der Umlagerung des Neuberg- Esters bei héherer 
Konzentration ist prozentual fast so groB wie die Geschwindigkeit 
des Zerfalls bei niedrigerer Konzentration. Im letzteren Versuch mul} 


1 C. Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 450 
u. 456, 1927; K. Lohmann, ebenda 262, 137, 1933. 
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also hauptsachlich der durch Umlagerung aus der Ketosekomponente 
entstandene Aldoseester dem Zerfall unterliegen. Nur in viel geringerem 
Grade oder gar nicht die praformierte Ketosekomponente. 


3. Nachweis der Bildung eines Triosephosphorsdureesters als Produkt des 
Abbaues der Hexosediphosphorsdure. 

Der Nachweis, daB in dem Bluthamolysat, in dem Zuckerphosphor- 
siure verschwindet, sich ein Trioseester ansammelt, konnte auf Grund 
des von Neuberg, Farber, Lewite und Schwenk! angegebenen Verfahrens 
erbracht werden, nach welchem Triosen durch Erhitzen mit 20 °%iger 
Schwefelsdiure in Methylglvoxal, das abdestilliert werden kann, iiber- 
gefiihrt werden. 

Zum Zwecke dieses Nachweises wurden 40 cem Blutkérperchensuspen - 
sion mit 80 ccm einer 0,04 %igen Lésung von hexosediphosphorsaurem Mg 
in destilliertem Wasser im Wasserbad von etwa 4° vermischt, 10 Minuten 
darin belassen (Hamolyse) und dann fiir 3 Minuten in ein Wasserbad von 40° 
gestellt, worauf das Hamolysat mit 40 ccm einer 5%igen Metaphosphor- 
sdure enteiweiBt wurde. Als Kontrolle diente eine ganz ebenso behandelte 
Probe, zu der statt der Esterl6sung nur destilliertes Wasser hinzugefiigt 
wurde. Nun wurden die Filtrate mit so viel konzentrierter H,SO, versetzt, 
das deren Konzentration in der Lésung 20% betrug und dann jede Probe 
durch langere Zeit unter Durchleitung von Wasserdampf destilliert. 

Im Destillat der Probe mit Esterzusatz trat auf Zusatz der 15fachen 
Menge einer 1° igen Lésung von 2, 4-Dinitrophenylhydrazin® sofort 
eine intensive Orangefarbung und Triibung ein, was bei der Probe ohne 
Esterzusatz nicht der Fall war. Es setzte sich nach 10 Stunden Stehen 
bei Zimmertemperatur in der ersten Probe ein orangefarbener kristallini- 
scher Niederschlag ab, der mit heiBer normaler Salzséure und dann 
mit heiBem 95°,igem Alkohol auf einem Glasfilter gewaschen wurde. 
Nach dem Trocknen wog der Niederschlag 7,4 mg. Der Schmelzpunkt 
war 294°. In 5% iger alkoholischer KOH léste er sich mit violetter 
Farbe. Diese Daten stimmen mit der Annahme iberein, daB der ab- 
geschiedene Kérper das Bis- 2, 4-dinitrophenylhydrazon des Methy]- 
glyoxals ist. Das Vorkommen des Methylglyoxals im Destillat konnte 
auch mit der «-Methylindolreaktion nachgewiesen werden. Es trat 
dabei stets eine sehr intensive rotviolette Farbe auf. Dagegen zeigten 
die Ausgangslésungen, die der Destillation unterworfen waren, eine 
kaum wahrnehmbare Farbe bei der «-Methylindolreaktion, sie enthielten 
deshalb vor der Destillation kein Methylglyoxal. 


Versuche an Harden-Young-Ester enthaltenden Hamolysaten vor 
und nach 3 Minuten Aufenthalt im Wasserbad von 40° zeigten keine 


1 Neuberg, Farber, Lewite, Schwenk, diese Zeitschr. 83, 244, 1917. — 
2 C. Neuberg u. M. Kobel, ebenda 208, 453, 1928. 
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Zunahme des anorganischen P in den letzteren. Beim Zerfall des Harden- 
Young-Esters miissen demnach aus jedem Molekiil des Zuckeresters 
zwei Molekiile Trioseester entstehen. 


4. Zerjall des Hexosemonophosphats zu einem Trioseester und freier Triose. 

Die Bildung des Trioseesters beim Zerfall der Hexosemonophosphate 
konnte mit der %-Methylindolreaktion nachgewiesen werden. Auch hier 
wird beim Zerfall des Hexoseesters keine anorganische Phosphorséure 
frei, vielmehr geht eine sehr geringe Menge derselben in organische 
Bindung iiber. Zerfallt nun ein Molekiil des Hexosemonophosphats 
direkt, ohne vorherigen Ubergang in das Diphosphat, so muB dabei 
ein Molekil Trioseester und ein Molekiil freie Triose entstehen. Nun 
enthalten die Hamolysate der gewaschenen Erythrocyten so wenig 
anorganischen P, dab diese Menge nicht ausreichen wiirde, um auch 
nur einen Bruchteil des im Hamolysat zerfallenden Monophopshats 
in ein Diphosphat tiberzufiihren. Aber es ware immerhin médglich, 
daB die im Hamolysat enthaltenen organischen Phosphorverbindungen 
ihren Phosphor an das Monophosphat abgeben. Die Frage des direkten 
Zerfalls des Monophosphats mufBte also besonders geprift werden. 
Zu diesem Zwecke wurden wiederholt in Abbauversuchen am Embden- 
Ester gleichzeitig die Mengen des verschwundenen Esters und des 
gebildeten Trioseesters miteinander verglichen. Die letztere wurde 
aus der GréBe der ersteren und aus der direkt gemessenen Menge des 
nach 20 Minuten langem Erhitzen bei 100° in n HCl abgespaltenen 
anorganischen P im mit Hexoseester versetzten Haimolysat vor und 
nach Abbau des Hexoseesters auf folgende Weise berechnet: Sind 
x, y und z jeweils die in Prozenten ausgedriickte Menge des im gesamten 
abgebauten Hexoseester enthaltenen P bzw. in dem gebildeten und weiter 
abgebauten Trioseester, bedeutet ferner a den Bruchteil des in einer 
Lésung des Hexoseesters befindlichen Gesamt-P, der nach 20 Minuten 
langem Erhitzen bei 100° normaler Salzsiure abgespalten wird, und 6 
dasselbe fiir den Trioseester, dann ist b.(y — z) —ax =e = der 
direkt gemessenen Zunahme des nach 20 Minuten abspaltbaren P im 
Hamolysat, die nach Abbau des Hexoseesters in demselben auftritt. 
Da a und 6 bekannt sind (Lohmann und Meyerhof, |. c.) so kann, wenn 
man c und x gemessen hat, y — z berechnet werden. Um z zu_ be- 
rechnen, wurde gleichzeitig mit dem Abbauversuch am Embden-Ester 
ein solcher mit dem Harden-Young-Ester angesetzt. Bei diesem ist 
y = 2, da ja ein Molekiil Hexoseester in zwei Molekiile Trioseester 
zerfallt. Aus der Bestimmung von ¢ kénnen wir also in diesem Versuch 
die wahrend der Versuchsdauer weiter umgewandelte Menge des Triose- 
esters ohne weiteres berechnen. Von mehreren diesbeziiglichen Versuchen 
sel folgender naher beschrieben: 


5* 
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Es wurden zwei Blutproben in der iiblichen Weise mit der gleichen 
Menge einer 0,08 °,igen (als Ba-Salz berechnet) neutralisierten Lésung des 
Embden-Esters, zwei andere mit 0,068 °,iger Lésung des Mg-Salzes des 
Harden-Young-Esters versetzt. Der Lésung des Embden-Esters wurde 
so viel MgSO, hinzugefiigt, da®B ihr Gehalt daran dem der Harden-Young- 
Esterlésung gleich war. Nach eingetretener Himolyse wurde von jedem 
Paar je eine Probe mit gleichem Volumen 25% iger Trichloressigsaure 
sofort enteiweiBt, wahrend die zwei anderen Proben erst nach 3 Minuten 
Aufenthalt im Wasserbad von 40° behandelt wurden. Es verschwanden 
(Indolschwefelsauremethode) 29°, des vorhandenen Embden-Esters und 
50%, des Harden-Young-Esters. Jede der vier Proben wurde mit HCl 
normal gemacht; nach 20 Minuten Aufenthalt im siedenden Wasserbad 
betrug die Differenz des anorganischen P (bestimmt kolorimetrisch nach 
Kutiner-Cohen'! und auf das urspriingliche Blutvolumen umgerechnet): 
bei den Embden-Esterproben 0,00105°, bei Harden-Young-Esterproben 
0,00140%. Da die Embden-Esterproben schon vor der Hydrolyse einen 
Sehwund des anorganischen P von 0,00018°, beim Esterabbau zeigten, 
betragt c bei diesen Proben 0,00123°. Folglich ist beim Embden-Ester 

c+ax 0,001 23 + 0,29 . 0,08 . 0,075 . 0,09 

’ z 0,00196°. z er- 
i] h 0.72 oO 

gab sich aus dem Harden-Young-Esterversuch zu 0,000 13°. Der negative 
Wert ist irreal und unterscheidet sich nur innerhalb der Fehlergrenzen 
von 0. Der Wert fiir y stimmt ziemlich gut mit dem theoretischen 0,001 74 
iiberein, wenn aus einem Molekiil Embden-Ester nur ein Molekiil Trioseester 
entsteht, der in der kurzen Zeit der Versuchsdauer praktisch nicht weiter 
abgebaut wird. Bei den anderen Versuchen wurden noch geringere Werte 
fiir den Trioseester erhalten. 

Danach kann mit Sicherheit angenommen werden, dap der Zerfall 
des Embden-Esters nicht iiber den Harden-Young-Ester geht. 

Es entsteht nunmehr die Frage, ob der beim direkten Zertall des 
Monophosphats entstehende Trioseester mit dem Dioxyacetonester 
identisch ist. Das Verhalten der Zerfallsprodukte des Embden-Esters 
im Hamolysat bei einer Farbreaktion mit Carbazol und Schwefelsaure 
spricht — wie sich aus dem folgenden ergibt — dafiir, daB der bei 
diesem Zerfall sich bildende Trioseester vom Dioxyacetonester ver- 
schieden, also allem Anschein nach ein Glycerinaldehydphosphorsaure- 
ester ist. 

Wird 1 ccm einer Trioselésung mit 2 cem einer 75 vol.-% igen Schwefel- 
saure und 0,1 cem einer '),%igen alkoholischen Carbazollésung vermischt 
und 10 Minuten im siedenden Wasserbad gehalten und nach dem Ab- 
kiihlen mit 2cem Amylalkohol versetzt, so tritt eine violette Farbe auf. 
Methylglyoxallésungen zeigen eine noch viel intensivere Farbung. Auch 
die Fructose und ihre Ester zeigen eine ahnliche Reaktion, nur tritt sie 
erst in gréBeren Konzentrationen auf als bei Triosen. Fiihrt man nun diese 
Carbazolreaktion an dem Trichloressigséurezentrifugat einer haimolysierten 
Blutprobe aus, die mit einer Lésung des Harden-Young-Esters vermischt 
und durch 3 Minuten im Wasserbad gehalten worden ist, wobei der Hexose- 


1 7. Kutiner u. H. R. Cohen, J. of biol. Chem. 75, 517, 1927. 
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ester zum Trioseester geworden ist, so zeigt sich gegeniiber einer Kontroll- 
probe, die nicht im Wasserbad von 40° war, also den Harden-Young-Ester 
in der Anfangskonzentration enthielt, eine machtige Zunahme der Carbazol- 
reaktion. Bestimmt man die Menge des verschwundenen Harden-Young- 
Esters (man nimmt an, daB sie der Menge der im Himolysat vorhandenen 
Trioseester gleich ist) und vergleicht die im Triochloressigsaurezentrifugat 
dieser Probe auftretende Reaktion mit der einer Dioxyacetonlésung gleicher 
Konzentration, wie diejenige des Trioseesters (unter Kompensation der 
auf den Hexoseester entfallenden schwachen Farbung), so zeigt sich, dai 
der Trioseester etwa fiinfmal so stark bei der Carbazolreaktion reagiert als 
die freie Triose. Anwesenheit von Methylglyoxal wurde durch den Ausfall 
der x-Methylindolreaktion ausgeschlossen. Zerfallt nun in einem Blut- 
hamolysat ein Hexosemonophosphorsaureester, so bildet sich nur halb soviel 
vom Trioseester als es beim Zerfall einer aquivalenten Menge Hexosedi- 
phosphats der Fall ist. Die Carbazolreaktion miiBte im ersteren Falle 
also wesentlich kleiner sein als im letzteren (wenn in beiden Fallen der 
gleiche Trioseester gebildet wird. Folgender Versuch zeigt, da® dies nicht 
zutrifft. 

Von zwei Blutproben einer Blutkérperchensuspension wurde die eine 
in der tiblichen Weise mit einer Losung von 0,08°, Ba-Salz des Embden- 
Esters, die andere mit 0,068 °, des Mg-Salzes des Harden-Young-Esters ver- 
mischt und nach 3 Minuten Aufenthalt im Wasserbad von 40° enteiweiBt. 
Die Bestimmung des Esters ergab, daB 30°, des Embden-Esters und 42°, 
des Harden-Young-Esters abgebaut worden sind. Die Konzentration des 
Trioseesters betrug demnach in der ersten Probe (unter der Annahme, 
daB nur die Aldosekomponente des Esters zerfallen war, wie die gleich- 


“ ' ' 10 180 0,08 %, 
zeitige Bestimmung der Ketosekomponente ergab, ~~ - 0,3 + 
7 413 2 
180 
740 . > eumnite ‘ : . 
0,0074 °,, in der zweiten 0,42 - 364° 0,068 0,0143 °,. 


Die Farbreaktionsgemische der reinen Lésungen wurden im Walpole- 
Komparator in entsprechender Weise hinter die Blutproben gestellt, um den 
auf die Zuckerester entfallenden Anteil zu kompensieren. Die Farbintensitat 
war auf beiden Seiten gleich. Es ist kaum méglich, diese Erscheinung 
anders zu deuten als durch die Annahme, dai aus dem Embden-Ester ein 
anderer Trioseester entstand, als aus dem Harden-Young-Ester. 


D. Synthese des Blutfructoseesters aus Glycerinaldehyd durch intakte 
Erythrocyten. 


Die aus den Versuchen tiber den Abbau der Hexosephosphate in 
Bluthamolysaten hervorgehende Tatsache, daB die Geschwindigkeit 
des Esterabbaues um so kleiner ist, je héher die Konzentration des 
dabei entstehenden Trioseesters ist und zum Stillstand kommt, sobald 
die letztere eine bestimmte Hohe erreicht, spricht dafiir, dab der Zerfall 
der Hexosephosphate reversibe]l ist und die Reaktion einem Gleich- 
gewicht zustrebt, wenn das Zerfallsprodukt nicht entfernt wird. Er- 
hartet wurde diese Annahme durch den Nachweis, daB gewaschene 
Erythrocyten bei neutraler Reaktion aus Glycerinaldehyd, sowohl bei 
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Korper- wie Zimmer- und Eisschranktemperatur, wie aus Glucose, 
einen Fructoseester bilden. Die betreffenden Versuche wurden genau 
so ausgefiihrt wie die Versuche iiber die Bildung des Fructoseesters aus 
Glucose. Der Nachweis des gebildeten Esters erfolgte durch die Di- 
phenylaminreaktion. Da aber Glycerinaldehyd bei dieser Reaktion 
eine gelbe Farbe gibt, muBte dieser vorher aus der Blutkérperchen- 
suspension entfernt werden. Dies geschah auf die Weise, daB sowohl 
die glycerinaldehydhaltige als auch die glycerinaldehydfreie Blutprobe 
mit physiologischer Kochsalzlésung, die 0,25°% NaF enthielt (zur 
Hintanhaltung des Hexoseesterabbaues wahrend des Waschens), auf 
der Zentrifuge gewaschen und auf ihr urspriingliches Volumen aufgefiillt 
wurde. Dann erst erfolgte in der itiblichen Weise die Bestimmung des 
gebildeten Fructoseesters. Der die Diphenylaminreaktion gebende 
Korper wird durch Baryt gefallt. Fiir die Versuche wurde Glycerin- 
aldehyd Kahlbaum benutzt. Es machte keinen Unterschied, ob man 
frisch bereitete Lésungen des Aldehyds oder soleche verwendete, die 
24 Stunden bei Zimmertemperatur gestanden hatten, so da der 

. . 7 2 ° ¥ ‘ e 
Aldehyd in die monomolekulare Form iiberging. Uber die quanti- 
tativen Verhaltnisse orientiert folgender aus mehreren herausgegriffene 
Versuch: 

Von zwei Proben zu je 10 cem einer Erythrocytensuspension wurde die 
eine mit 10 cem einer 0,02 %igen Glycerinaldehydlésung, die andere mit 
entsprechender Menge physiologischer Kochsalzlésung und jede der Proben 
noch auBerdem mit 2ecm einer 2!/, %igen Na F-Lésung versetzt und wihrend 
3 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Am Ende des Versuchs 
wurden in beiden Proben die Blutkérperchen abzentrifugiert, die oben- 
stehende Fliissigkeit abgehoben, mit gleichem Volumen 12!/,%iger Tri- 
chloressigsiure enteiweiBt, und die in der einen Blutprobe noch vorhandene 
Glycerinaldehydmenge nach einer vom Verfasser ausgearbeiteten kolori- 
metrischen Methode bestimmt (ein Teil Glycerinaldehydlésung + 75 vol.-%ige 
H,SO, + 0,15eem 1/,%iger Carbazollésung, 10 Minuten in siedendem 
Wasserbad erhitzt, zeigt intensive blauviolette Farbe, die der Glycerin- 
aldehydkonzentration proportional ist). Es ergab sich, daB 46% des ur- 
spriinglich in der Blutprobe vorhandenen Glycerinaldehyds, insgesamt also 
0,81 mg, verschwunden waren. Die abzentrifugierten Erythrocyten beider 
Proben wurden, wie oben angegeben, gewaschen, hierauf wurde mit der 
Diphenylaminmethode festgestellt, daB insgesamt 2mg Zucker in ver- 
esterter Form vorhanden waren. Demnach sind 50% des verschwundenen 
Aldehyds in Zucker umgewandelt worden. Der gebildete Hexoseester 
kann nicht vollkommen ein Monophosphat sein, denn in diesem Falle miiBte 
neben dem Fructoseester eine ungefaihr ebenso grofe Menge des Aldose- 
monophosphats vorhanden sein, da unter den Bedingungen dieses Versuchs 
das reine Fructosemonophosphat (Neuberg-Ester, wie schon oben bemerkt) 
etwa zur Halfte in den entsprechenden Aldoseester umgewandelt wird. 
Die Gesamtmenge der in Esterform befindlichen Hexose wiirde unter diesen 
Umstanden 0,4 mg betragen, d.h. der Gesamtmenge des verschwundenen 
Glycerinaldehyds fast gleich sein. Dies erscheint aber ausgeschlossen, da 
auch in der mit Fluorid versetzten Blutkérperchensuspension bei Zimmer- 
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temperatur nach 3 Stunden, wie Versuche ergaben, ein groBer Teil des 
Fructoseesters verschwindet (wobei offenbar Phosphorglycerinsaure und 
Glycerinphosphorsiure entstehen). 

Im Gegensatz zum Glycerinaldehyd wird das Dioxyaceton, das in 
die Blutkérperchen ebenfalls eindringt, nicht verestert. 


E. Verschiebung des Gleichgewichtes Hexoseester-Trioseester 
durch Himolyse. 
Versuch einer Erkldrung der sogenannten Harden-Youngschen Garungs- 
gleichung. 

Wir haben festgestellt, daB es bei Hemmung der Glykolyse durch 
Temperatursenkung oder NaF bzw. Monojodessigsiure in den roten 
Blutkérperchen stets zu einer Ansammlung des Blutfructoseesters 
kommt. Dies ist offenbar die Folge davon, daB der glykolytische 
ProzeB aus mehreren aufeinanderfolgenden Teilreaktionen besteht 
und daB die ersten Teilreaktionen dabei der Hemmung durch die 
hemmenden Stoffe weniger unterliegen als die nachfolgenden. Da- 
durch kommt es zur Ansammlung einer Zwischenstufe bzw. eines 
Stabilisierungsproduktes. Dies fiihrt zu der Frage, welche Bedeutung 
dem Harden-Young-Ester beim normalen Ablauf der Glykolyse in der 
Zelle zukommt. 


Aus den Untersuchungen iiber die Glykolyse in Hefe- und Muskel- 
siften sowie Hamolysaten ist es bekannt, daB man das Hexosediphosphat 
nicht als Zwischenstufe der Gairung auffassen kann, da z. B. in mit 
Phosphat und Co-Ferment versetzten Bluthamolysaten die Abbau- 
geschwindigkeit des Harden-Young-Esters nur einen Bruchteil derjenigen 
des Hexosemonophosphats bzw. der Glucose ausmacht (Meyerhof, 1. c.), 
vielmehr sollte die Bildung des Harden-Young-Esters eine mit der Glyko- 
lyse gekoppelte Reaktion sein, und zwar bildet sich nach dem genannten 
Autor! (wenigstens soweit Extrakte tierischer Zellen in Frage kommen) 
stets auf zwei Molekiile entstandener Milchséure ein Molekiil Hexose- 
diphosphat. Diese stéchiometrische Beziehung zwischen der Menge des 
glykolysierten Zuckers und der in Esterform iibergangenen Phosphor- 
saure 1aBt sich an intakten Zellen nicht nachweisen, wie sich ja schon aus 
der Tatsache ergibt, da® im méglichst wenig geschidigten Muskel und 
intakten Erythrocyten bei der Glykolyse bei Kérpertemperatur keine 
Bildung von Hexosediphosphat nachzuweisen ist. Um diesen Wider- 
spruch zu erklaren, nahm man an, daf in der intakten Zelle der Abbau 
des Hexosediphosphats und seine Neubildung sich die Waage halten. Von 
der Meinung ausgehend, daB dem Abbau des Hexosediphosphats eine 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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Dephosphorylierung desselben voranginge, priifte Harden den EinfluB 
der Strukturzerst6rung der Hefezelle auf die Phosphatase und wies tat- 
sichlich unter diesen Verhaltnissen eine betrachtliche Abschwachung 
dieses Fermentes nach. Aus der vorliegenden Untersuchung, ins- 
besondere aber aus der von Meyerhof und Lohmann an Muskelextrakt 
gefundenen GesetzmaBigkeit tiber das Gleichgewicht zwischen dem 
Hexosediphosphat und der Dioxyacetonphosphorsaéure ergibt sich, 
daB die jeweilige Konzentration des ersteren in der Zelle von der Kon- 
zentration der letzteren eindeutig bestimmt ist. Dasselbe gilt auch 
fiir die Geschwindigkeit des Zerfalls des Harden-Young-Esters. Findet 
man also nach Zerstérung der Zellstruktur, z. B. nach Hamolyse, im 
Gegensatz zur intakten Zelle, eine Ansammlung des Hexosediphosphats 
bei der Glykolyse, so kann das entweder darauf beruhen, daB durch 
die Strukturschadigung die Abbaufahigkeit fiir den Dioxyacetonester 
vermindert oder daB das Gleichgewicht zwischen dem Hexoseester 
und dem Trioseester zugunsten des ersteren verschoben wurde. Dah 
die letztere (an sich unwahrscheinlichere) Méglichkeit auszuschlieBen 
ist, ergaben nachstehende Versuche. 

Von zwei Proben einer Suspension mit Fructoseester beladener Erythro- 
cyten wurde die eine mit gleichem Volumen physiologischer Kochsalz- 
lésung, die andere mit dest. Wassers unter Konstanthaltung der Tem- 
peratur von 4°C vermischt, nach Eintritt der Hamolyse wurden beide 
Proben gleichzeitig fiir 3 Minuten ins Wasserbad von 40° getaucht und dann, 
wie tiblich, gleichzeitig mit einer ebenso verdiinnten Probe, die nicht der 
K6érpertemperatur ausgesetzt war, mit Trichloressigsiure enteiweiBt. In 
den Zentrifugaten aller drei Proben wurden dann die gesamten Kohlen- 
hydrate nach Dische-Pepper bestimmt. Die Gesamtkohlenhydrate bestehen 
aus dem nicht diffundierenden Kohlenhydrat der gewaschenen Erythrocyten, 
das bei 3 Minuten Aufenthalt bei 40° nicht die geringste Abnahme zeigt, 
und aus dem Blutfructoseester. In der hamolysierten Blutprobe zeigte 
sich in zwei Versuchen gegeniiber dem Anfangswert eine Abnahme der 
Gesamtkohlenhydrate von 35 bzw. 40%, wahrend in der nicht hamolysierten 
Probe die Abnahme nur 19 bzw. 20% betrug. Es wurde demnach in 
3 Minuten nach der Hiamolyse ungefahr doppelt soviel vom Hexoseester 
abgebaut als in der nicht himolysierten Probe. Dementsprechend konnte 
mit Hilfe der «-Methylindolreaktion nach Dische-Robbins! eine erheblich 
gréBere Konzentration des Trioseesters in der héamolysierten Probe 
nachgewiesen werden. Durch die Hdémolyse wird demnach die Zerfalls- 
geschwindigkeit des Hexoseesters beschleunigt und nicht verlangsamt. Dies 
ist offenbar eine Folge der Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten des 
Trioseesters. 


Diese Versuche zeigen demnach, daB die Anhaéufung des Hexose- 
diphosphats im Bluthimolysat (wie auch in der intakten Zelle unter 
dem EinfluB verschiedener, die Glykolyse hemmender Agenzien) nur 


1 Z. Dische u. S. S. Robbins, diese Zeitschr. 271, 304, 1934. 
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darauf zuriickgefiihrt werden kann, daB in diesem die Abbaufdhigkeit 
des glykolytischen Fermentes fiir den Dioxyacetonphosphorsaureester 
gegeniiber der normalen Zelle vermindert ist. 


Nehmen wir an, daB die Glykolyse nur iiber die phosphorylierten 
Triosen als Zwischenkérper vor sich geht, so miissen pro Molekiil zer- 
fallender Hexose zwei Molekiile Phosphorsdure, wenn auch nur voriiber- 
gehend verestert werden. In intakten Zellen werden beide Molekiile 
-+ H,PO, wieder frei. In Zellsiften dagegen bleibt stets eines von den 
beiden Molekiilen im Dioxyacetonester in organischer Bindung. Daraus 
kénnen wir schlieBen, daB das andere Molekiil Phosphorsaéure nicht 
mit dem Dioxyacetonester, sondern mit dem Glycerinaldehyd ver- 
estert erscheint. Wahrend die beiden Trioseester in intakten Zellen 
offenbar gleich rasch abgebaut werden, zerfallt nach Zerstérung der 
Zellstruktur der Glycerinaldehydester viel rascher. Ziehen wir ferner 
in Betracht, daB Erythrocyten nur Glycerinaldehyd, nicht aber Dioxy- 
aceton verestern und da beim Zerfall des Hexosemonophosphats im 
Haimolysat zum iiberwiegenden Teil oder ausschlieBlich die Aldose- 
komponente des Esters zu je einem Molekiil Trioseester und _ freier 
Triose zerfallt, so miissen wir auf Grund der obigen Uberlegung zum 
SchluB kommen, daB das Glucosemonophosphat als erste Zwischenstufe 
bei der Glykolyse auftritt und zu je einem Molekiil Glycerinaldehyd 
und Glycerinaldehydphosphorsaéureester zerfallt. Diese Reaktion ist 
reversibel und kommt sehr rasch zum Stillstand, wenn die Zerfalls- 
produkte nicht entfernt werden. Dies geschieht beim Glycerinaldehyd- 
ester durch Umwandlung in Milchsaéure, beim Glycerinaldehyd durch 
Phosphorylierung zu Dioxyacetonester, der in der intakten Zelle eben- 
falls in Milchsdure iibergeht, in Zellsiften zu Hexosediphosphat konden- 
siert wird. So ist es verstaéndlich, warum die Veresterung anorganischer 
Phosphorsiure zum Harden-Young-Ester als Vorbedingung fiir das 
Fortschreiten der Glykolyse im Hamolysat und Muskelextrakt erscheint. 
Ohne sie miiBte der Zerfall des Monophosphats durch Anhaufung des 
Glycerinaldehyds zum Stillstand kommen. An und fiir sich ist aber 
dieser Zerfall keineswegs an Veresterung der anorganischen Phosphor- 
siure gebunden, da in den ersten 3 Minuten dieses Zerfalles im Hamo- 
lysat nur ganz unerhebliche Mengen des anorganischen P verschwinden. 
Ebenso geht nach Versuchen von Meyerhof und Kiessling (l.¢.) die Garung 
des synthetischen Glycerinaldehydphosphorsaureesters im Muskel- 
extrakt vor sich, ohne daB sich gleichzeitig (wie bei der Glykolyse der 
Hexosen) Harden-Young-Ester, also auch Dioxyacetonester, bildete. 
Die Vergarung des letzteren kann nicht an seine gleichzeitige Bildung 
aus Glycerinaldehyd gebunden sein. Denn in diesem Falle miiBte er 
sich auch in der intakten Zelle anhaufen. 
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Zusammenfassung. 

Wir kénnen die hier vorgebrachte Auffassung tiber das Zustande- 
kommen der Harden-Young-Gleichung dahin zusammenfassen, dab 
das stéchiometrische Verhaltnis zwischen gebildeter Milchsaéure und 
in Esterform iibergehenden anorganischen P im Hamolysat und Muskel- 
extrakt dadurch zu erklaren ist, daB das Hexosemolekiil primar in 
zwei verschiedene Dreikohlenstoffkérper zerfallt, von denen nach Zer- 
stérung der Zellstruktur der eine nach Phosphorylierung viel lang- 
samer im Substrat abgebaut wird als der andere. Diese Vorstellung 
des asymmetrischen Zuckerzerfalles haben schon Kluyver und Struyk?, 
und vor allem H.v. Euler? und seine Mitarbeiter, wenn auch in an- 
derem Sinne, zur Erklarung der Harden-Young-Gleichung _ heran- 
gezogen. Die Koppelung der Milchséure- und Hexosediphosphat- 
bildung kann man dadurch erklaren, daB auf dem Wege der letzteren 
der beim Zerfall der Hexose sich bildende Glycerinaldehyd entfernt 
wird, dessen Anhéufung nach dem Massenwirkungsgesetz zur Hemmung 
des reversiblen Hexosezerfalles fiihren wiirde. 


1 4.J. Kluyver u. A. P. Struyk, diese Zeitschr. 201, 212, 1928. — 
2 H.v. Euler, Chemie der Enzyme 1, 396, 1925. 
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Kolloidchemische Eigenschaften chemotherapeutisch wirksamer 
Stoffe und ihre Beziehungen zur Konstitution. 


Von 
R. Labes und F. Billmann. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Med. Akademie Diisseldort.) 


(Eingegangen am 2. August 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Schiller! hat auf Grund kolloidchemischer und komplexchemischer 
Untersuchungen an = substituierten Benzoesdéurederivaten sehr be- 
merkenswerte konstitutionschemische Beziehungen gefunden, die Labes* 
mit anderen Methoden als Teilerscheinung der Langmuirschen Haft- 
gesetze kennzeichnen konnte. Diese Haftgesetze, die urspriinglich von 
Langmuir nur fir das Haften von Stoffen an der makroskopischen 
Grenzfliche zweier Phasen aufgestellt waren, galten danach auch fiir 
das Haften vieler Stoffe an der Grenzfliche von Kolloiden und sogar 
molekular gelésten Teilchen (Komplexbildung). Sie sind nach den 
bisherigen Untersuchungen auch fiir die Desinfektionskraft und die 
pharmakologische Wirksamkeit vieler Stoffe von Bedeutung. AnlaB, 
die Giltigkeit der Haftgesetze auch bei chemotherapeutisch wirk- 
samen Farbstoffen zu priifen, gaben die Untersuchungen von Az- 
macher und Opetz*. In dieser Arbeit zeigte sich eine sehr erhebliche 
Wirksamkeit von anodischen Farbstoffen der Kongo- und Trypan- 
gruppen auf die Garungsfahigkeit des Hefemazerationssaftes, wahrend 
die kathodischen Diphenylaminfarbstoffe relativ wirkungslos waren. 
fs war nun verlockend, festzustellen, ob diese Unterschiede auch fiir 
die Haftfahigkeit der betreffenden Substanzen an einfachen kolloiden 
Teilchen (Casein) galten, und ob weiter die erwahnten konstitutions- 
chemischen GesetzmaBigkeiten auch hier zutrafen. Dies hat sich be- 
statigt und es ergab sich, daB die Verdiinnungen, in denen die wirk- 
sameren dieser Stoffe im Tierkérper chemotherapeutische Einfliisse ent- 
falten, den Verdiinnungen ziemlich weitgehend parallel gehen, in denen 
man noch eine deutliche Wirkung auf den kolloidchemischen Zustand des 
Caseins nachweisen kann. In den Kreis der untersuchten Stoffe wurde 
hier auch das Germanin bezogen und ferner zwecks Aufklarung der 
konstitutionschemischen Zusammenhange einige Naphthalinsulfosduren. 


1 J. Schiller, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 147, 64, 1929; 167, 
70, 1932. 2 Labes, l.c. S. 19ff. > Aamacher u. Opetz, Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 174, 427, 1934. 
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I. Erliuterung der Versuchsanordnung. 


Nach der Methode von Michaelis und Rona! wird die Abhangigkeit 
der Caseinflockung von der Wasserstoffionenkonzentration mit und ohne 
Zusatz der Farbstoffe bzw. der anderen zur Untersuchung kommenden 
Stoffe ermittelt und daraus auf die Wechselwirkung dieser Stoffe mit dem 
EiweiB geschlossen. 

Um die Wasserstoffionenkonzentration festzulegen, benutzten wir 
Acetatpuffergemische PI, PIL... bis P XI mit gleichbleibender 0,1 mol. 
Konzentration von Natriumacetat und von P I zu P IL zu P IIT usw. jeweilig 
verdoppelter Essigsiiurekonzentration. Das erste Puffergemisch PI mit 

ico MOL. Essigsdiure hatte die [H*] = 1,25.10-*, im zweiten PII war 
wegen der Verdoppelung der Essigsituremenge die Wasserstoffionenkonzen- 
tration verdoppelt, in P IL] gegeniiber P Il abermals verdoppelt usf. In das 
Reagensglas einer Versuchsreihe kam dann 1 cem P I, in das Reagensglas II 
l ecm P IL usw. bis zum letzten Reagensglas XI der Reihe, welches 1 eem P XI 
erhielt. Dann wurden zu jedem Reagensglas der Reihe 7 ccm destilliertes Wasser 
gegeben, ferner 1 ecem der Lésung des Farbstoffs und zuletzt 1 cem einer 
0,125 °%igen Caseinlésung. Diese Lésung war hergestellt worden durch 
Auflésung von 0,125 g¢ Casein Hammarsten in 10 cem 0,1 mol. Natrium- 
acetat (unter Erwarmen) und folgender Auffiillung mit destilliertem Wasser 
auf 100cem. Das Flockungsbild des Caseins in dieser Reithe wurde nun 
verglichen mit dem Flockungsbild einer Vergleichsreihe, in der bei gleicher 
Pufferung in Réhrchen I bis XI statt der lecem Farbstofflésung 1 cem 
destilliertes Wasser zugesetzt war, so daB das Gesamtfliissigkeitsvolumen 
auch in dieser Caseinreihe ohne Farbstoff 10 ecem betrug. 

Die Darstellung und Auswertung der Versuchsergebnisse soll an 
vier Versuchsreihen mit steigenden Zusatzmengen Anilinblau gezeigt 
werden. 

Die oberste Kurve der Abb. | zeigt die Kontrollreihe mit Casein oline 
Farbstoffzusatz. 

Das Flockungsbild in den Réhrchen I,, II, 111 usw. der Reihe ist durch 
die Héhenlage der auf der Kurve eingetragenen Kreise gekennzeichnet. 
Die Kreise auf der FuBlinie z. B. bei I bis III und von VIII bis XI bedeuten 
das volle Klarbleiben der Caseinlésung in den entsprechenden Réhrchen, 
die zwei MaBstabeinheiten héher eingetragener Kreise (bei V und VI) 
bedeuten voéllige Ausflockung des Caseins, die Halfte dieser gr6Bten Kurven- 
héhe bedeutet Triibung ohne Ausflockung, ein Viertel kennzeichnet eine 
Opaleszenz des betreffenden Réhrcheninhalts. Das Klarbleiben der Casein- 
lésung auf der linken Seite der Kurve beruht auf der Elektronegativitat 
aller Caseinteilchen, deren Zusammenballung durch abstoBende elektro- 
statische Krafte und ihre gleichmaBige elektrische Ladung verhindert wird. 
Von Réhrehen zu Roéhrehen werden durch die zunehmende Sauerung 
mehr und mehr positive H*-Ionen gebunden, so da8 mit abnehmender 
Zahl der elektronegativen Ladungen die abstoBende Kraft der Teilchen 
abnimmt: Opaleszenz, Triibung und schlieBlich in Réhrchen V und VI volle 
Entladung und Zusammenballung der Teilchen zu sichtbaren ausfallenden 
Flocken. In dieser gréBten Ausflockung im Kurvenmaximum zeigt sich 
also der Entladungseffekt der Wasserstoffionenkonzentration des isoelek- 


1 LL. Michaelis u. P. Rona, diese Zeitschr. 94, 225, 1919. 
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trischen Punktes. Bei der von Réhrechen VII bis XI weiter zunehmenden 
Sauerung werden nun mehr und mehr positive H*-lonen gebunden, die 
Caseinteilchen werden dadurch immer starker positiv aufgeladen und nun- 
mehr auf der rechten Seite der Flockungskurve durch die abstoBenden 
Krafte ihrer gleichnamigen positiven Ladungen wieder an der Ausflockung 
verhindert bzw. in Lésung gebracht: Positiver Aufladungseffekt erhdéhter 
Wasserstoffionenkonzentration. 

In der der zweiten Kurve entsprechenden Versuchsreihe mit einem 
Zusatz von 1 cem !/4;9) mol. Anilinblau (Gesamtfarbstoffkonzentration 
'/ss009 Mol.) haben die Casein- 











teilchen einen betrachtlichen (cauvuwmnary 
Teil der elektronegativen Farb- 1 aN 
stoffionen gebunden, so , dab Casein 1 SU 
die Anzahl ihrer  negativen ro AN i. 
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beladenen Caseinteilchen eine 

wesentlich gréBere Wasserstoffionenkonzentration nétig als bei reinem 
Casein. Das Flockungsoptimum des Caseins ist durch diese Beladung 
mit negativen lonen betrachtlich nach der sauren Seite der Reihe 
verschoben. Noch weiter ist die Verschiebung des Flockungsoptimums 
in der dritten Versuchsreihe, in der die Gesamtanilinblaukonzen- 
tration durch einen Zusatz von leccm !/jo999. mol. auf den Wert 
lM yo000 Crhéht ist und dem Casein noch mehr elektronegative Farb- 
stoffionen anhaften. In der untersten Versuchskurve mit noch starker 
erhéhter Anilinblaumenge ist die Bindung elektronegativer Farbstoff- 
ionen so stark, daB noch nicht einmal die [H*] des R6éhrechens XI zum 
Entladungseffekt reicht. Wir haben hier nur den linken Schenkel des 
Flockungsoptimums in der Versuchsreihe, das Flockungsoptimum 
selbst ist so weit ins saure Gebiet verschoben, dab es jenseits der 
Versuchsreihe liegt. 

So liefert der Grad der Verschiebung des Flockungsoptimums durch 
ein adsorbierbares Anion ein Maf fiir die Bindung elektronegativer 
Valenzen. Bewirkt ein adsorbierbares Anion bei irgendeiner Konzen- 
tration eine starkere Verschiebung des Flockungsoptimums als ein 
zweites Vergleichsanion bei gleicher Konzentration, so sind vom ersten 
Anion wegen gréBerer Affinitat zum Casein mehr negative Valenzen 
gebunden als vom zweiten. Liegt die Grenzkonzentration, bei der eben 
noch eine merkliche Verschiebung des Flockungsoptimums auftritt, 
beim ersten Anion tiefer als beim zweiten, so spricht auch dies fiir eine 








78 R. Labes u. F. Billmann: 


hohere Affinitat des ersten Anions. Wahrend adsorbierbare Anionen das 
Flockungsoptimum durch Elektronegativierung des Caseins nach der 
sauren Seite verschieben, verlagern adsorbierbare Farbstoffkationen 
das Caseinflockungsoptimum durch Elektropositivierung nach der 
alkalischen Seite. Hier ist der Grad der Verschiebung des Flockungs- 
optimums nach der alkalischen Seite ein MaB fiir die Bindung elektro- 
positiver Valenzen. 

Kin weiterer MaBstab fiir die Bindung ergibt sich beim Farbstoff 
dann, wenn im Flockungsoptimum das ausflockende Casein so viel 
Farbstoff gebunden hat, daB die tiber den Flocken stehende Lésung 
weitgehend entfarbt ist. So ist z. B. in Réhrchen V der zweiten Ver- 
suchsreihe (Gesamtanilinblaukonzentration ! (4,999 mol.) die iiberstehende 
Lésung nur noch so schwach gefarbt, daB ihre Farbe nur in hoher 
Schicht zu erkennen ist. Zu einer annahernden  kolorimetrischen 
Schatzung hatten wir diese tiberstehende Lésung in ein anderes Reagens- 
glas abgegossen, das Reagensglas auf eine weibe Unterlage gestellt und 
von oben auf die weibe Unterlage gesehen. In einem zweiten Ver- 
gleichsreagensglas wurde bei gleichem Acetatpufferzusatz nun so viel 
Anilinblau zugesetzt, daB bei gleicher Schichthéhe die gleiche Farb- 
intensitét entstand. In diesem Fall muBten wir eine Anilinblaulésung 
' 45000 Mol. 50fach verdiinnen, um eine gleich schwache Farbintensitat 
zu erhalten wie in der durch die Farbstoffbindung an das ausgeflockte 
Casein farbstoffverarmten iiberstehenden Lésung des Réhrchens V. 
Wir bezeichnen die Zahl 50 als den Entfarbungsfaktor. Er ist neben der 
Verschiebung des Flockungsoptimums ein annaherndes MaB fiir die 
GréBe der Farbstoffbindung im Flockungsoptimum des_betreffenden 
Versuchs. 


II. Die Weehselwirkung der verwendeten Farbstofflésungen mit Casein. 


Da,die Léslichkeit der betreffenden Stoffe und bei den Farben teilweise 
auch die Farbe von der |[H*| abhangig ist, wurden alle Stoffe in Vorversuchs- 
reihen gepriift, die sich von der bisher beschriebenen Reihentechnik nur 
dadurch unterschieden, daB hier der Caseinzusatz unterblieb. 

Von den von der Firma Griibler bezogenen Farbstoffen waren dabei 
alle mit Ausnahme des Kongorots bis zu einer Gesamtkonzentration von 
0,0005 bis 0,001 mol. gut léslich und durchsichtig und erlaubten bequem 
die Ablesung der Caseinflockung und Triibung. Nur das Kongorot fiel 
bei 0,001 mol. in den drei sauersten Réhrchen der Reihen aus. Die Disso- 
ziation seiner Sulfogruppen war hier so stark zuriickgedrangt, daB es mangels 
dispergierender elektrischer Ladungen weitgehend polymerisierte. Bei 
niederer Konzentration (0,0001 mol.) blieb die Ausflockung auf der sauren 
Seite der Vorversuchsreihe aus. Die mit der Aziditat zunehmende Ent- 
ladung und Polymerisierung zeigte sich mit der zunehmenden Farbanderung 
vom Lachsrot der volldissoziierten Kongorotionen bis zum tiefen Violett der 
héher polymerisierten und schwacher geladenen Teilchen. Das Anilinblau 
war zwar bis 0,001 mol. in der ganzen Versuchsreihe durchsichtig, zeigte 
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aber ebenfalls eine Farbabhangigkeit von der | H* |, indem es mit zunehmender 
Sauerung tiefer blau wurde. Die iibrigen Farben zeigten im untersuchten 
[H*]-Bereich keine Anderung der Farbténung. Vergleicht man die Farben 
der caseinfreien Vorversuchsreihe mit der Farbe der entsprechenden Casein- 
reihen auBerhalb’ des Flockungsgebietes, so sieht man, daB die Caseinfarb- 
stofflésung oft eine etwas andere Farbténung zeigt als die caseinfreie Lésung, 
was darauf hinweist, daB auch auf beiden Seiten des Flockungsgebietes 
eine Wechselwirkung zwischen den Caseinteilehen und den Farbstoff- 
teilchen stattfindet. Besonders beim Kongorot zeigte sich diese Wechsel- 
wirkung dadurch, daB in jedem R6hrchen mit Casein die Farbe in der Rich- 
tung auf die mehr lachsrote Farbe der stiirker molekular-dispersen Kongorot - 
ionen verschoben wurde, entweder entsprechend einer Salzbindung mit 
dem EiweiB oder einer Schutzkolloidwirkung der Caseinteilchen, welche der 
Polymerisation der Kongoteilchen entgegenwirkte. Anilinblau, Trypanblau 
und Trypanrot zeigten bei Caseinzusatz eine Farbanderung im Sinne einer 
Abblassung. Sonst zeigte sich nur beim basischen Methylviolett auf der 
alkalischen Seite der Reihe eine metachromatische Farbt6nung nach Blau zu. 


1. Sulfosaure Farbstoffe und Germanin. 


Alle diese elektronegativen Farbstoffionen verschieben ebenso wie das 
Anilinblau (Abb. 1) das Flockungsoptimum des Caseins desto stiarker nach 
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Abb. 2. 
Die Gesamtkonzentration der Farbstofflésungen betriigt 1/45 999 mol., die der 
Germaninlisung 1/59 999 mol. 


ferner die Eigenschaft, die Flockung des Caseins im jeweiligen Flockungs- 
optimum gegeniiber dem Flockungsoptimum des reinen Caseins etwas 
zu beschleunigen; d.h. die Caseinfarbstoffverbindung ist im entladenen 
Zustande gegeniiber dem reinen Casein etwas hydrophober geworden. 
Um die Wirksamkeit verschiedener Farbstoffe auf das Casein zu vergleichen, 
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ist nur das Ergebnis einer Versuchsreihe kurvenmaéBig wiedergegeben 
(Abb. 2). Neben diesen Kurven ist der Entfarbungsfaktor der iiberstehenden 
Lésung im Flockungsoptimum angegeben, der als Ma‘ der Farbstoff- 
bindung der verschiebenden Kraft annahernd parallel geht. Weiter ist in 
der Abbildung die aus weiteren Versuchsreihen ermittelte Grenzkonzen- 
tration mitgeteilt, bei der der betreffende Stoff gerade noch das Flockungs- 
optimum des Caseins merklich verschiebt. Zuletzt ist noch im Hinblick 
auf die Beziehungen zwischen Konstitution und kolloidchemischer Wirk- 
samkeit das Molekulargewicht und die Zahl der Sulfogruppen der betreffenden 
Stoffe genannt. 

Vergleichen wir zunachst die beiden Triphenylmethanderivat 
Saurefuchsin und Anilinblau. Das Sdurefuchsin (p, p’, p’-Triamino- 
m, m’, m”’-trisulfo-m-methyl-triphenylmethan) ist um drei lipoidlésliche 
Phenylreste armer als das Anilinblau. An die drei Aminogruppen des 
Saurefuchsins sind naémlich beim Anilinblau drei weitere Phenylreste 
gebunden und die drei Sulfosiuren stehen an diesen neu hinzuge- 
kommenen Phenylresten in p-Stellung zu den verbindenden Amino- 
gruppen. Das Hinzukommen der drei Phenylreste fiihrt bei Anilin- 
blau zu einer iuBerst verstarkten Bindung an das Casein (Entfairbungs- 
faktor) und einer erheblich viel starkeren Verschiebung des Flockungs- 
optimums. 

Die ibrigen Farbstoffe sind samtlich Benzidindisazofarbstoffe. 
Sie unterscheiden sich vom Kongorot: 


NH, NH, 
| — ; | 
i—N N—Z — S—-N=N—( eos 
| ; r 
> \ ra 
SO,Na SO,Na 


durch die verschiedene Zahl und Stellung der Aminogruppen bzw. 
durch Einfiihrung von Hydroxylen und auBerdem durch die Zahl und 
Stellung der eingefiihrten negativen Sulfogruppen. Hier scheint die 
Wirksamkeit im wesentlichen mit der Zahl der Sulfogruppen parallel zu 
gehen. Das Triphenylmethanderivat Anilinblau, das in der Zahl der 
Kohlenstoffatome mit den Disazofarbstoffen vergleichbar ist, reiht sich 
in seiner Wirksamkeit gemaB der Zahl seiner Sulfogruppen in die Rethe 
der Disazofarbstoffe ein. Es ist mit seinen drei Sulfogruppen dem Kongo- 
und Bordeauxrot (mit zwei Sulfogruppen) iiberlegen, steht dagegen dem 
Trypanblau mit vier und dem Trypanrot mit fiinf negativen Sulfo- 
gruppen an umladender Wirksamkeit nach. Das andere Triphenyl- 
methanderivat Sdurefuchsin aber hat so viel weniger Kohlenstoffatome 
als die Disazofarbstoffe, dal es trotz der drei Sulfogruppen dem Bordeaux 
extra und dem Kongorot mit nur zwei Sulfogruppen etwas unter- 
legen ist. 
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Wir haben dieser Reihe noch das nicht gefarbte Germanin bei- 
gefiigt. 


HN-OC- ‘-CH; 4H;C- »-CO-NH 
NaQ38 tit — | $O;Na 
Jaga) NH NH J 
Ce | | ee a. 
| | co CO | 
NaQ;S- oe ae | I Ne oft -SO3Na 
| ie: a | 
SO,Na we SO;Na 


\ SHN-CO-NE-, 
Es ist an Zahl der Kohlenstoffatome und an Zahl der Sulfogruppen allen 
untersuchten Farbstoffen wberlegen und entsprechend trotz niederer 
Gesamtkonzentration starker wirksam. Da die Ringe hier nicht durch 
Azogruppen, sondern durch Carbamidgruppen verkniipft sind, ist die 
Verkniipfungsart weniger wichtig als die Zahl der Kohlenstoffatome 
und der elektronegativen Sulfogruppen. Die Bedeutung besonderer 
sterischer Gruppierungen, die sonst sehr wohl Léslichkeit und andere 
physikalische Eigenschaften beeinflussen kénnen (vgl. Schulemann'), 
ist bei dieser Reihe nicht hervorgetreten. 


2. Basische Farbstoffe. 

Die hier vorliegenden basischen Farbstoffe haben ein wesentlich 
kleineres Molekulargewicht und kleinere Kohlenstoffzahl als die bisher 
untersuchten Stoffe. Nur Methylviolett und Nilblau erreichen die 
Kohlenstoffzah] des Saurefuchsins (also des kleinsten Kérpers) der 
Abb. 2. 

Das Methylviolett ist ein Triphenylmethanderivat wie das Séure- 


fuchsin, das drei in Parastellung sitzenden methylierten Aminogruppen 
seine Basizitaét verdankt. Alle iibrigen Stoffe leiten sich vom Diphenylamin 
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dadurch ab, daB die beiden Phenolreste durch ein Briickenatom B zu einem 
dritten Ring zusammengeschlossen werden. Bei den Thiazinen Methylen- 
blau und Toluidinblau stellt Schwefel dieses Briickenatom dar, bei Neutralrot 
ist es ein zweiter Stickstoff (Diazin), bei Nilblau ein Sauerstoff. Beim Nilblau 
ist noch ein weiterer Ring angegliedert, so daB es etwa dem Kohlenstoff- 
reichtum des Methylvioletts nahekommt. Den beiden Phenylgruppen des 
Diphenylamins sind auBerdem in allen Diphenylaminfarbstoffen in Meta- 


1 Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1, 1917. 
Biochemische Zeitschrift Band 274. 6 
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stellung zum Amin zwei teilweise alkylierte Aminogruppen angehangt, 
die den Stoffen ihre Basizitat erteilen. 

Da die Aminogruppen meist viel schwacher dissoziieren als die 
Sulfogruppen, ist die Zahl der positiven Ladungen aller genannten Stoffe, 
die in neutraler Lésung meist als einwertige Salze mit Salzsiure oder 
Schwefelsaure vorliegen, viel kleiner als die negative Beladung der 
Sulfofarbstoffe des vorigen Abschnittes. Infolgedessen ist schon aus 
diesem Grunde ein viel schwacherer Umladungseffekt im Sinne der 
Positivierung des Caseins und Verschiebung des Flockungsoptimums 

nach der alkalischen Seite zu erwarten, als 
/2@NViuMm@eXY wir dies bei den sauren Farbstoffen als 


| a CT | Verschiebung nach der sauren Seite ge- 

Casein 4 onan sehen haben. 
aw Nt So verschieben bereits Methylviolett 
a rt aH und Nilblau, die dem Saurefuchsin an 
Toluidinblau LON | Kohlenstoffreichtum nahe kommen, trotz 
Ldabedhecdel HoH héherer Gesamtkonzentration noch schwa- 
Methylviolett YN | cher das Flockungsoptimum. Die noch 


| VON -+-| kleineren Molekiile Toluidinblau und 
ane H TT NLL) Methylenblau sind auch diesen Kérpern 
— vo oN r_] | unterlegen. Nur der Diazinfarbstoff 
rp p 4 Neutralrot ist (aus sterischen Griinden 
oder vermége seines héheren Stickstoff- 
Abb. 3 ‘ a : 
ee reichtums ?) wirksamer als der Zahl seiner 
Die Gesamtkonzentration : i a 
der dargestellten basischen Kohlenstoffatome entspricht. Eigen- 
Farbstofflosungen betrigt artigerweise verzogern alle genannten 
3000 mol. ) 7 : 
basischen Farbstoffe die Flockungs- 
geschwindigkeit des Caseins. Bei einer niederen Gesamtkonzentration 
(/45009 mol.) wirken von allen diesen Stoffen nur noch Methyl- 
violett, Nilblau und Neutralrot eben verschiebend, die anderen 
sind bei dieser Verdiinnung unwirksam. Eine merkliche Entfarbung 
der iiberstehenden Lésung im Flockungsoptimum wurde bei diesen 
basischen Farbstoffen nicht beobachtet. 





II. Die Wirkung der Naphthalinsulfosiuren. 

Um festzustellen, wie weit die bei den sulfosauren Farbstoffen 
ermittelten GesetzmaBigkeiten auch bei einfachen Ko6rpern zutreffen, 
wurden auch eine Reihe von Naphthalinsulfosiuren in den Kreis der 
Untersuchung gezogen. Die Praparate wurden uns von der I. G. 
Farbenindustrie in entgegenkommender Weise iiberlassen und kamen 
nach Neutralisation mit Natronlauge zur Verwendung. 


Um die Wirksamkeit dieser Kérper zu zeigen, sind nur die Versuche 
mit der Gesamtkonzentration 1/9, mol. herausgegriffen (Abb. 4), weil hier 
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die Unterschiede zwischen den einzelnen Sulfosiuren etwas deutlicher 
herauskommen. Hier kann man die 1-Naphthylamin-8-Sulfosaure nicht mit 
untersuchen, da sie bei dieser Konzentration von Réhrchen V_ aufwarts 
bereits ohne Casein als entladener Kérper auskristallisiert. Nach den Ver- 
suchen mit einer Gesamtkonzentration */;99) mol., in der die starkst wirkenden 
Naphthalinderivate nur gerade noch das Flockungsoptimum um ein Roéhr- 
chen verschieben, entspricht die 1-Naphthylamin-8-Sulfosiure in ihrer 
Wirkungsstarke ziemlich genau der 2-Naphthylamin-5-Sulfosaure. 


Aus diesen Versuchen geht zunachst wieder die Bedeutung der Zahl 
der Kohlenstoffatome hervor; denn trotz der gegeniiber allen friiheren 
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den Disulfosiuren unter- 
Abb. 4. Die Gesamtkonzentration der dar- 


legen. gestellten Naphthalin-Sulfosiuren betriigt 
Die Aminogruppen ‘300 mol. 

schwachen die elektronega- 

tivierende Wirkung der Sulfogruppen eher ab als daS eine Verstarkung 
beobachtet wird. Hier scheint aber die gegenseitige Stellung der Amino- 
und Sulfogruppen nicht indifferent zu sein; denn die 1-Naphthylamin-2-sulfo- 
saiure ist stairker wirksam als die 2, 5- und die 1, 8-Naphthylaminsulfosaure. 
DaB letztere in diesem [H*]-Bereich nicht stark elektronegativieren kann, 
geht daraus hervor, daB sie in den Vorversuchsreihen ohne Casein von 
Réhrchen V bis XI als ungeladener Kérper auskristallisiert. Offenbar sattigt 
sich bei dieser Stellung die elektronegative Ladung der Sulfogruppen und 
die elektropositive Ladung der Aminogruppen durch innere Salzbildung 
gegenseitig ab. Diese sterischen Besonderheiten in der Stellung der 
Aminogruppe zur Sulfogruppe zeigten sich auch bei der Neutralisation 
der Naphthylamin-Sulfosiuren mit Natronlauge. Manche dieser Kérper 
brauchten zur Neutralisation so viel Aquivalente Natronlauge, als Sulfo- 
gruppen vorhanden waren, andere brauchten viel weniger. Hier neutrali- 
siert offenbar die Aminogruppe teilweise die Sulfosiure unter innerer 
Salzbildung. Dabei war es gleichgiiltig, ob gegen Lackmus oder gegen 
Phenolphthalein neutralisiert wurde. Diese sterischen Besonderheiten, 
die sich wahrscheinlich auch in der GréBe der basischen und sauren 
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Dissoziationskonstante widerspiegeln, und ihre Folgerungen fiir die kolloid- 
chemische Wirkung sollen an anderer Stelle naher untersucht werden. 
Bemerkt sei nur noch, daB die Verschiebung des Flockungsbildes der 
Naphthalin-/-sulfosiure wegen eines Gehalts von 12% Disulfosiure im 
Vergleich zu den Naphthylaminsulfosiuren etwas starker ist als der 
reinen Naphthalin-/-sulfosiure entspricht. 

Das phenolische Hydroxyl scheint viel starker die Bindung der 
Naphthalinsulfosiure an das EiweiB zu forden als die Aminogruppe. 
Jedenfalls ist die 1-Naphthol-2-Sulfosiure etwa so stark wirksam wie 
die Disulfosaure. 


IV. Beziehungen zu Konstitution und chemotherapeutischer Wirkung. 


Aus den Untersuchungen von Labes und Jansen! ging hervor, 
daB die kolloidchemische Haftfahigkeit substituierter Phenolderivate an 
hydrophoben EiweiBteilchen mit der Zahl der eingefiihrten lipophilen 
bzw. hydrophoben Haftgruppen (Halogene, Kohlenwasserstoffgruppen 
usw.) steigt. Die gleichen Krafte zwischen lipophilen Haftgruppen, 
die die Vereinigung von im Wasser suspendierten Fetttrépfchen er- 
zwingen, begunstigen nicht nur die Anlagerung der an hydrophoben 
Gruppen reichen Phenole an die ebenfalls hydrophoben kolloiden 
EiweiBteilchen, sondern auch die Anheftung von Phenolderivaten an 
molekulargeléste Stickstoffverbindungen. Auch hier erwies sich nach 
den Untersuchungen von Labes und Breitenstein? das Zusammen- 
haften beider Partner zu schwerléslichen Verbindungen desto starker, 
d.h. die Ldéslichkeitsprodukte waren desto kleiner, je reicher beide 
Partner an lipophilen Haftgruppen waren. Hat einer der Partner 
stark dissoziierte Gruppen, so sind die Verbindungen nicht unléslich, 
sondern stellen durch elektrische Ladungen in Lésung gehaltene Komplexe 
dar, deren Komplexaffinitdt nach den bisherigen Untersuchungen von 
Labes® und Schiller? auch wieder durch die beiderseitige Zahl der 
haftfahigen lipoiden Gruppen verstarkt wird. Bei den genannten 
Untersuchungen ging die kolloid- und komplexchemische Wirksamkeit 
der betreffenden Verbindungen im Reagensglas bis zu Verdiinnungen, 
in denen die Phenolderivate noch desinfizieren bzw. eine Reihe anderer 
Verbindungen im Tierkérper noch gerade pharmakologisch wirksam sind. 

Auch hier bei den untersuchten Farbstoffen und Naphthalinderi- 
vaten hat sich die Bedeutung der Zahl der lipoiden Kohlenwasserstoff- 
radikale fiir die Haftfahigkeit an das Casein gezeigt und die noch eben 
auf das Casein wirksamen Grenzverdiinnungen der Trypanfarbstoffe und 
des Germanins entsprachen Verdiinnungen, die im Tierkérper bei 
ihrer chemotherapeutischen Dosierung zur Anwendung kommen. Die 


1 R. Labes u. E. Jansen, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 158, 1, 1930. 
z R. Labes u. Th. Breitenstein, ebenda 175, 372, 1934. — * J. Schiller, 
ebenda 147, 64, 1929; 167, 70, 1932. 
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kolloidchemische Wirksamkeit auf das Casein geht auch annahernd 
der von Aaxmacher! uatersuchten Wirksamkeit auf den Fermentkomplex 
der Hefegirung parallel. Die spezifische Wirkung des sauren pheno- 
lischen Hydroxyls, das nach Labes und Breitenstein? dank seiner Affi- 
nitat zu basischen Stickstoffgruppen die Anlagerung an_ basische 
Gruppen des anderen Partners bei Fallungsreaktion und Komplex- 
bildung beginstigt, kommt bei der Anlagerung der groBen Disazo- 
farbstoffe an das Casein nicht zur Geltung, sonst miiBbte das Bordeaux 
extra dem Kongorot tiberlegen sein. Diese Affinitaét zeigt sich aber bei 
den kleineren Naphthalinsulfosiureionen recht deutlich. 


Bei den Sulfosiurefarbstoffen hat sich aber statt der Bedeutung 
phenolischer Hydroxyle die groBe Bedeutung der Zahl der Sulfosdure- 
gruppen gezeigt. 

Moglicherweise spielen sie hier teilweise eine dem phenolischen Hydroxy] 
analoge Rolle, indem der sawre Sulfosdurewassersto{f sich ebenso an schwach 
basische Gruppen des Eiweifes anheftet, wie er sonst mit geeigneten Amino- 
gruppen des eigenen Molekiils salzartige Bindungen eingehen kann (vgl. die 
Naphthylaminsulfoséuren). Fiir eine derartige dem Phenolhydroxy] ahn- 
liche Funktion kénnte sprechen, daB8 der Zusatz kleinster Mengen des ba- 
sischen Pyridins zum Kongorot in einem bestimmten Pufferungsbereich 
eine Verfarbung des Kongorots nach Lachsrot bewirkt, die man als eine 
solehe salzihnliche Anlagerung der Sulfoséuren an den Pyridinstickstoff 
in gewisse Analogie zur Anlagerung von Phenol an Pyridin setzen kénnte. 
In der Hauptsache werden aber wohl die Sulfosiuren weniger die Anhaftung 
an das Casein vermitteln, sondern dadurch wirken, da sie dem durch 
andere lipophile Gruppen an das Casein angehefteten Kérper eine desto 
stdrkere negative elektrische Ladung erteilen, je gr6Ber ihre Zahl ist. Die mit 
der Zahl zunehmende Verschiebung des Flockungsoptimums wiirde dann 
nicht auf der verstarkten Haftwirkung, sondern auf der verstirkten Zahl 
der elektronegativen Ladungen beruhen, die mit einem Farbstoffmolekiil 
an das Caseinteilchen herantritt. Da’ die Farbstoffteilchen auch ohne 
elektrostatische Krafte an das Casein sich anheften kénnen, geht daraus 
hervor, daB die meisten der sulfosauren Farbstoffe durch Caseinzusatz auch 
auf der alkalischen Seite des Caseinflockungsoptimums eine Farbanderung 
aufweisen, also auch mit dem gleichnamig elektronegativ geladenen 
Casein in Wechselwirkung treten. 

Eine Parallele zwischen chemotherapeutischer Wirkung, Kohlen- 
wasserstoffreichtum und Affinitaét zum EiweiB findet man ebenso wie 
bei anodischen Kérpern auch bei kathodischen Stoffen: Der chemo- 
therapeutischen Wirksamkeitssteigerung in der Reihe Chinin-Eukupin- 
Vuzin entspricht auch eine kolloidchemische Wirkungssteigerung 
(Labes*). Aber im allgemeinen sind die kathodischen Kérper haufig 
stark neurotrop, wahrend die anodischen hochmolekularen bzw. kolloiden 
Stoffe seltener neurotrope Nebenwirkungen entfalten, sondern fast 


' Aamacher u. Opetz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 174 427, 1934. 
— ? R. Labes u. Th. Breitenstein, ebenda 175, 372, 1934. 3 PR. Labes, 
Pfligers Arch. 186, 98, 1921. 
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elektiv im Reticuloendothel gespeichert werden (Schulemann'). So ist 
die Affinitat zu den Kolloiden nur ein Faktor, der oft der chemothera- 
peutischen Wirkung parallel geht. Der Grund dafiir, daB viele katho- 
dische Stoffe haufiger neurotrop sind als anodische Kérper, kénnte 
zum Teil in der selektiven Kationpermeabilitit der Nervenmembran liegen. 
Sie steht in ihrem Charakter der von L. Michaelis eingehend unter- 
suchten ausgetrockneten Kollodiummembran sehr nahe (Netter?) und 
viele der elektrischen Vorginge, die sich bei der elektrischen Durch- 
stroémung und dem Erregungsablauf im Nerven abspielen, konnten 
von Labes* durch diesen spezifischen Charakter der Nervenmembran 
erklart werden. Ferner kann die Dissoziation der relativ schwach 
basischen Stickstoffverbindungen verhaltnismaBig leicht  zuriick- 
gedrangt werden, so daB sie die Méglichkeit haben, als undissoziierte 
lipoidlosliche Base die Membran des Zentralnervensystems zu passieren 
(Labes*). Den anodischen Sulfosiuren kénnte im Gegensatz dazu die 
Neurotropie fehlen, weil sie weder als Anion die Poren der anionimper- 
meablen Nervenmembran passieren kénnen, noch bei ihrem starken 
Saurecharakter die Méglichkeit besteht, ihre Dissoziation soweit zu- 
riickzudrangen, da sie als undissoziierte lipoidlésliche Kérper die 
Zellmembran des Nervensystems passieren. So steht ihnen nur noch 
der Weg in andere Zellen, d. h. insbesondere in das Reticuloendothel 
offen, wo ihre starke Speicherung in Anbetracht ihrer hohen kolloid- 
chemischen Affinitét durchaus versténdlich wird. 


Zusammenfassung. 

Die kolloidchemische Wirkung einer Anzahl saurer und _ basischer 
Farbstoffe und anderer Korper auf das Casein wird nach der Methode 
von Michaelis und Rona untersucht. Dabei zeigt sich, daB die chemo- 
therapeutisch wirksamsten Stoffe (Germanin, einige Trypanfarbstoffe 
usw.)den starksten EinfluB auf das Casein aufweisen und noch in Ver- 
diinnungen auf das EiweiB wirken, die den chemotherapeutisch wirk- 
samen Dosen im Tierkérper entsprechen. Die bei diesen Untersuchungen 
hervorgetretenen GesetzmaBigkeiten in der Beziehung zwischen Konsti- 
tution und kolloidchemischer Affinitaét einerseits, der Desinfektions- 
kraft und pharmakologischen Wirksamkeit andererseits entsprechen 
den friiher abgeleiteten Regeln, welche mit den Langmuirschen Haft- 
gesetzen in besten Einklang stehen. 


1 Schulemann, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 157, 75, 1930. — 
2 Netter, Pfliigers Arch. 218, 310, 1928. - % Labes, Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 125 u. 126, 1927: 168, 521, 1932. — 4 Labes, ebenda 146, 
44, 1929. 
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Das Wesen der Aptiglyoxalase. 


Von 
J. O. Girsavieius, P. H. Efendi und A. P. Ryzhova!. 


(Aus dem Bach-Institut fiir Biochemie des Volkskommissariats fiir Gesund- 
heitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 5. August 1934.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die von Dakin und Dudley entdeckte Antiglyoxalase des Pankreas- 
gewebes ist bisher weder in ihrem Wesen, noch in bezug auf den Me- 
chanismus der durch sie bewirkten Enzymhemmung aufgeklart. Vor 
nicht langer Zeit konnte einer von uns? den Nachweis bringen, da durch 
Antiglyoxalase (Pankreatin) inaktivierte Glyoxalase sich durch Zusatz 
des Glyoxalase-Co-Ferments, des reduzierten Glutathions, wieder 
aktivieren 1aBt. Nun findet aber die Inaktivierung durch Pankreatin 
in Gegenwart von schon im Gewebeextrakt vorhandenem Glutathion 
(in dessen Abwesenheit das Ferment ja gar nicht aktiv ist) statt; gréBere 
anfangliche Glutathionzusitze verlangsamen die Hemmung, die aber 
trotzdem in vollem Umfang eintritt. So sehen wir, daB Glutathion, 
nach vollstandiger Fermenthemmung zugesetzt, diese aufhebt, dagegen 
wenn anfanglich vorhanden, die Hemmung nicht endgiiltig verhindert. 
Als wahrscheinlichste Erklarung wurde auf eine indirekte Ferment- 
hemmung gefolgert, indem dieses durch irgendeine Einwirkung seine 
Fahigkeit als Co-Ferment zu wirken einbiBt. Bei Inkubation von 
Glutathion mit Pankreatin allein, in Abwesenheit von Leberextrakt, 
findet solch eine Einwirkung allerdings nicht statt. Wahrend auf 
diese Weise das Antiglyoxalaseproblem der Aufklarung des Wirkungs- 
mechanismus einen Schritt naher gefiihrt wurde, brachten unab- 
hangig davon von Ochoa und Dudley gefiihrte Untersuchungen eine 
mégliche Aufklirung der Frage nach dem Wesen der Antiglyoxalase®. 
Ochoa und Dudleys Versuche, auf deren Einzelheiten hier nicht einge- 
gangen werden soll, fiihrten sie zur Vorstellung, daB die ,, Antiglyoxalase“ 


1 Der Inhalt dieser Arbeit ist auf dem fiinften PhysiologenkongreB 


der USSR., Moskau, Juni 1934, vorgetragen worden. — 2 Girsavicius, diese 
Zeitschr. 260, 282, 1933. — % Ochoa u. Dudleys noch unveréffentlichte 


Beobachtungen sind von Dr. S. Ochoa vor der Biochemical Society in 
Cambridge im Mai 1933 vorgetragen worden; in privater Unterhaltung 
und Korrespondenz mit dem einen von uns hat er freundlicherweise 
weitere Erlauterungen sowie die Erlaubnis gegeben, bei unserer Arbeit 
auf den mitgeteilten Ergebnissen aufzubauen; es sei ihm auch hier dafiir 
herzlichst gedankt. 
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des Pankreasgewebes nichts anderes ist als das dort vorhandene Pro- 
teasengemenge. Unter dessen EinfluB werden aus den EiweiBkérpern 
der glyoxalasehaltigen Organextrakte, sowie des Pankreasextraktes 
selber (falls ein solecher und nicht Pankreatin verwendet wird) Amino- 
sauren frei. Diese, besonders die basischen Aminoséuren, und ganz 
besonders Histidin, hemmen, wie Ochoa und Dudley fanden, die Gly- 
oxalase. Diese Hemmung tritt progressiv im Laufe der gemeinsamen 
Inkubation ein. Der Priifung dieser Auffassung, die mit den vorhan- 
denen Literaturangaben iiber die Antiglyoxalase sehr wohl vereinbar 
ist und manche Widerspriiche aufheben kann (siehe Besprechung am 
SchluB), ist diese Arbeit gewidmet. Es mége vorweggenommen sein, 
daB sich Ochoa und Dudleys Ansicht voll bewahrt hat. 


Methodik. 


Fermentmaterial. Da ganz frische Leber aus dem Schlachthaus uns nicht 
mit geniigender RegelmaBigkeit zur Verfiigung stand, benutzten wir statt 
dessen die Lebern von Laboratoriumstieren. Zuerst untersuchten wir aus 
Sparsamkeitsgriinden Rattenlebern, da diese aber wenig aktive Extrakte 
lieferten, gingen wir zunadchst zu Taubenlebern, schlieBlich zu Kaninchen- 
lebern tiber. Letztere gaben nicht nur gréBere Mengen an Extrakt als die 
der anderen erwahnten Tiere, sondern, bei gleichen Extraktionsbedingungen, 
auch aktivere Extrakte. Die Extrakte wurden auf die iibliche Weise her- 
gestellt. 

Substrat. Wir benutzten Methylglyoxal, das wir nach der von Henze 
und Miller! modifizierten Methode von Riley, Morley und Friend? her- 
stellten. Die Substratkonzentration in unseren Versuchen betrug etwa 
0,5mg-cem. Die Stammlésungen wurden mittels 2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazins nach Neuberg® geeicht. 

Bestimmungsmethode. Zum Verfolgen des Methylglyoxalschwundes 
bedienten wir uns der Methode von Stéhr*, Reduktion von Phosphor- 
molybdansaure (Folinsches Reagens) durch Methylglyoxal in heiBer Lésung, 
mit nachfolgender Titration mit Permanganat. Diese Methode hat den 
Nachteil geringer Spezifitat. Durch das anwesende Glutathion werden 
betrachtliche Mengen an Permanganat aufgebraucht, obwohl das Folinsche 
Reagens durch Glutathion nur sehr schwach reduziert wird. Die Folin-Wu- 
Filtrate des Leberextraktes andererseits reduzieren nicht unwesentlich 
das Folinsche Reagens. Der Permanganatverbrauch durch Glutathion 
oder Gewebeextrakt laBt sich durch geeignete Kontrollexperimente véllig 
ausschalten; der Permanganatverbrauch durch Methylglyoxal und jeweils 
eines dieser Agenzien verhalt sich nimlich streng summarisch. Sind dagegen 
Methylglyoxal, Glutathion und Gewebeextrakt gleichzeitig vorhanden, so 
fallen die erhaltenen Werte etwas niedriger aus, als der Summe der Reduk- 
tionen durch alle drei Stoffe entspricht. Histidin, allein vorhanden, macht 
sich kaum bemerkbar; den anderen Stoffen beigemischt scheint es den 
Permanganatverbrauch etwas zu erhéhen. SchlieBlich haben wir auch, 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 281, 1933. — * J. of the chem. Soc. 
1932, S. 1875. — *% Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 210, 476, 1929. — 


4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 15, 1932. 
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in einer Reihe diesbeziiglicher Versuche, nie genaue Linearitaét im Ver- 
haltnis der Methylglyoxalkonzentrationen (in reiner Lésung) und des 
Permanganatverbrauchs gefunden. Aus all diesen Griinden halten wir die 
Stéhrsche Methode fiir ungeeignet zur genauen Bestiramung des Methy!- 
glyoxalverbrauchs in biologischen Gemengen. DaB wir sie dennoch in 
dieser Arbeit benutzt haben, liegt erstens daran, daB sie eine groBe Zahl 
von Bestimmungen in kiirzester Zeit auszufiihren gestattet ; zweitens scheint 
uns keine der bisher bekannten Methoden den diesbeziiglichen nétigen An- 
forderungen: geniigend rasche, durch Sulfhydrylverbindungen und Gewebe- 
extrakte nicht wesentlich beeinfluBte Bestimmung des Methylglyoxals, zu 
geniigen. Die Methode von Clift und Cook! ist in Gegenwart von wesentlichen 
Mengen an Glutathion (sowie Cystein) nicht zu gebrauchen, da diese in 
alkalischer Lésung weiter Jod aufnehmen. Ariyamas? kolorimetrische 
Methode ist in dieser Hinsicht noch nicht untersucht. Ebenfalls noch 
nicht untersucht ist die von einem von uns friiher benutzte Friedemann- 
sche® Methode, von deren Anwendung wir aus auBeren Griinden vorlaufig 
absehen muBten. 


Unsere Zahlen betrachten wir als relative und geben sie dahet 
direkt in cem n/100 KMnQ, an. 


Ansetzen der Versuche. Inkubiert wurden Ansatze von meist 17 cem 
in Reagensglisern, im Wasserbad bei 35°. Sofort nach Zusatz des Substrates, 
sowie nach Intervallen (meist 20 und 40 Minuten) wurden 5-cem-Proben 
in 5 ccm verdiinnten* Folin-Wu-Reagens einpipettiert. Die Filtrate wurden 
iiber Nacht aufbewahrt und am nachsten Tag nach Stéhr titriert. Als Pujfer 
benutzten wir Phosphatmischung nach Sérensen, m/5 und py etwa 6. 
Unsere anfanglichen Versuche zeigten, in Ubereinstimmung mit schon 
bekanntem, daB Phosphat das Ferment progressiv inaktiviert®. In den 
meisten Versuchen wurde daher der Puffer erst mit dem Substrat zugesetzt ; 
die vorhergehende Inkubation des Ferments mit Pankreatin oder Histidin 
fand ohne Puffer statt. Das Pankreatin war ein ziemlich altes Mercksches 
Praparat. 


Die genannten Pankreatin- und Histidinkonzentrationen bezeichnen 
die Konzentrationen wahrend der Inkubation vor Zusatz von Substrat 
und gegebenenfalls Puffer. 


Versuche, 
1. Vergleich von pankreatin- und histidininaktiviertem Ferment in bezug auj 
die Reaktivierbarkeit durch Glutathion. 


Falls wirklich die Antiglyoxalasewirkung des Pankreas in der Hem- 
mungswirkung freigesetzter Aminoséuren, besonders Histidin, ihre Er- 
klarung finden soll, so mu8 die fiir die Antiglyoxalasehemmung charak- 
teristische Umkehrbarkeit durch Glutathionszusatz auch nach Aminoséure- 
hemmung zu finden sein. Folgende Versuche zeigen, daB das der Fall ist. 


Uber die Hemmung durch Histidin gibt Tabelle I Auskunft. 


! Biochem. J. 26, 1788, 1932. — 2 J. of biol. Chem. 77, 359, 1928. 
3 Ebenda 73, 331, 1927. — 4 Da die Leberextrakte in starker Verdiinnung 


verwandt werden, mu auch das Fallungsreaktiv stark verdiinnt werden. 
5 Siehe Girsaviéius, a.a. O. 


en 








90 J. O. Girsavicius, P. H. Efendi u. A. P. Ryzhova: 


Tabelle I. 





Histidin- Permanganattiter Histidin- Permanganattiter 
konzentration 0 | 20 Min. | Differenz konzentration 0 20 Min. Differenz 
0 1,10 0,65 0,45 m/190 1,12 0,90 | 0,22 
m/760 1,10 0,65 0,45 m/95 : 1,02 0,10 
m/380 | «1,12 0,65 0,47 | 


Inkubationsdauer mit Histidin, vor Substratzusatz, 3 Stunden. 


Mit m/760 und m/380 Histidin war in dem dargestellten Versuch keine 
Hemmung zu erzielen. m/190 Histidin hemmte in 3 Stunden teilweise, 
m/95 fast vollstandig. \Allerdings scheint die Empfindlichkeit von Glyoxalase - 
praparaten gegenitiber Histidin stark zu schwanken.\In manchen Versuchen 
ernielten wir schon mit etwa m/200 Histidin vollstaéndige Hemmung im 
Laufe einer Stunde. 

Tabelle IL. 





Permanganattiter 


Inkubations- Pankreatin Histidin- GSH.* : Pet 
doner mg/cem konsentration mg cem 0 | 20 Min. Differenz 
0 0 0 0 1,45 0,95 0,50 
2 0 0 0 146 1,12 | 0,34 
3 0 0 0,2 1,75 1,18 0,57 
2 0.8 0 0 145 1,43 0,02 
3 0,8 0 0 1,48 1,48 0,00 
3 0,8 0 0,2 1,75 1,55 0,20 
2 0 m/90 0 1,46 1,45 0,01 
3 0 m 90 0 1,46 1,46 0,00 
3 0 m/90 0,2 1,75 | 1,15 0,60 


* Glutathion wurde stets nach Ende der Inkubation, kurz vor Substratzusatz, zugegeben. 


Der nachste Versuch, Tabelle II, zeigt, daB ebenso wie nach Pankreatin- 
hemmung auch nach Histidinhemmung Reaktivierung durch Glutathion 
stattfindet. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Fermentinaktivierung durch Pankreatin Fermentinaktivierung durch Histidin und 
und Reaktivierung durch Glutathion. Reaktivierung durch Glutathion. 
Pankreatinkonzentration = 1,17 mg/cem. Glutathionkonzentration = 0,3 mg/cem. 


Glutathionkonzentration = 0,2 mgicem. 
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Wesen der Antiglyoxalase. 9] 


Noch deutlicher tritt die Analogie zwischen Histidin- und Pankreatin- 
wirkung aus folgenden zwei in Abb. | und 2 dargestellten Versuchen hervor. 
Bei der Hemmung durch Histidin beobachteten wir, wie in den meisten 
unserer Versuche, da® der gréHere Teil der Inaktivierung sehr rasch, inner- 
halb der ersten 15 bis 20 Minuten, stattfindet, die Inaktivierung dann aber 
allmaihlich zu Ende lauft. Jedenfalls ist aber die Hemmung progressiv 
und mu8 als Einwirkung auf das System Ferment + Glutathion, keineswegs 
als Einwirkung auf das Substrat gedeutet werden. Mit der Glyoxaffin- 
reaktion, der Einwirkung des Histidins auf das betreffende Glyoxalderivat, 
scheint die Hemmungsreaktion nicht verwandt zu sein. 


2. Zusammenhang zwischen Pankreatinhemmung und Gegenwart von 
Eiweifstoffen. 

Ist die Glyoxalasewirkung durch Pankreatin wirklich ein indirekter 
Vorgang, in welchem das Pankreatin aus anwesenden EiweiBstoffen Amino- 
sauren frei setzt, und erst letztere dann auf das Ferment einwirken, so muB 
in Abwesenheit von EiweiB- 
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Abb. 3. Abb. 4. 
EinfluB der Eiweifausfaillung Fermentinaktivierung durch Histidin, mit und 
auf die Fermentinaktivierung ohne Eiweifausfallung. 
durch Pankreatin. Histidinkonzentration = m_ 190. 
Pankreatinkonzentration Die schraffierten Rechtecke stellen die Ferment- 
- 1,3 mg/eem. aktivitét nach Glutathionzusatz (0,12 mg,eem) dar. 


Eiwei®stoffen in der Fermentl6sung ist zwar nicht zu erzielen. Doch kann 
nach der von Lohmann! angegebenen Methode (Fallung durch Acetatpuffer, 
pu 4) ein groBer Teil der Eiwei®stoffe entfernt werden. Abb. 3 zeigt, dab 
unter diesen Umstanden die Hemmbarkeit durch Pankreatin auch wirklich 
stark verringert ist. Dagegen zeigt Abb. 4, daB die Hemmbarkeit durch 
Histidin nach wie vor vorhanden ist. In diesem Zusammenhang wird noch 
einmal die Aktivierbarkeit durch Glutathion nach Histidinhemmung gezeigt. 


1 Diese Zeitschr. 254, 332, 1932: siehe auch Dickens, Biochem. J. 27, 
1141, 1933. 
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Abb. 5 zeigt den EinfluB von EiweiBzusatz zum eiweiBarmen Extrakt 
auf die Hemmbarkeit durch Pankreatin. Hier wie vorher ist die Hemmung 
durch Pankreatin nach Eiwei®Bausfallung gering. Zusatz von 1,55 mg/eem 
EiweiB und erst recht von 6,2 mg/cem Eiweif erhéht die Hemmbarkeit 
stark. Dabei diirfte die letztgenannte EiweiBkonzentration etwa der durch 
den unbehandelten Extrakt eingefiihrten EiweiBmenge entsprechen. Das 
in diesen Versuchen benutzte EiweiB war ein uns freundlicherweise von 
Herrn A.V. Blagowestschenski zur Verfiigung gestelltes Praparat von 

Globulin aus Sonnenblumensamen!. Es soll 
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_Fermentinaktivierung durch dinhemmung mit der Pankreatinhemmung 
Pankreatin, nach Eiweiliaus- 


fillung, mit und ohne Eiweifzu- in bezug auf die Reversibilitat durch 
satz. Pankreatinkonzentration 


om 43 oni. Glutathionzusatz und der Abhangigkeit 


der Pankreatinhemmung von geniigenden 
Mengen an anwesendem EiweiB, glauben wir Ochoa und Dudleys 
Ansicht tiber das Wesen der Antiglyoxalase als bewiesen betrachten 
zu diurfen. 

In diesem Zusammenhang ist folgende Uberschlagsrechnung von 
Interesse. Um starke Fermenthemmung zu erzielen, ist etwa m/200 Histi- 
din also etwa 0,8 mg pro cem — erforderlich. Das in unserem Versuch 
(Abb. 5) benutzte Globulin enthalt, nach Blagowestschenskis Angaben, 
etwa 14% Histidin; bei vollstaéndiger Spaltung kénnte es also in der héchsten 
angewandten Konzentration 0,8 bis 0,9 mg Histidin pro ccm liefern. Anderer- 
seits erlauben schon die nicht mitgefallten ExtrakteiweiBstoffe eine gewisse 
Hemmung, und auch andere gebildete Aminosauren, auBer Histidin, hemmen 
das Ferment, wenn auch schwacher. Wegen der Unsicherheit in der Zuriick- 
fihrung der Hemmungswirkung auf die einzelnen Aminokomponenten 
haben wir eine parallele Bestimmung des N H,-Zuwachses oder der Histidin- 
freisetzung nicht unternommen. 


Etwa noch einen zweiten, anders beschaffenen, pankreatischen 
Hemmungsmechanismus anzunehmen, liegt kein Grund vor, und das 
Wesen der ,,Antiglyoxalase’’ kann so wohl als geklart gelten. Der 
Begriff ,,Antiglyoxalase** kann durch einen praziseren Begriff ersetzt 
werden: Glyoxalasehemmung durch freigesetzte Aminosauren, be- 
sonders durch Histidin. (Ochoa und Dudleys Angaben iiber die relative 


! Siehe diese Zeitschr. 270, 66, 1934. 
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Hemmungsstirke verschiedener Aminosduren haben wir bisher nicht 
nachgepriift.) 

Wie vertragt sich diese Auffassung mit den in der Literatur zu findenden 
Angaben iiber die Eigenschaften der ,,Antiglyoxalase’*? Antiglyoxalase 
fanden Dakin und Dudley! in den Bauchspeicheldriisen von Ochse, Katze, 
Huhn und Kréte; auBerdem im Pankreassaft (nach Sekretineinspritzung) 
und in der Duodenalschleimhaut; also durchwegs in proteasenreichen 
Quellen. In den Abdominallymphdriisen des Hundes soll, nach den gleichen 
Autoren’, méglicherweise eine schwache Antiglyoxalasewirkung zu beob- 
achten sein. Falls sich das bewahrheiten sollte, so werden wohl die Leuko- 
cytenproteasen dafiir verantwortlich sein. Die von Dakin und Dudley 
festgestellte Unwirksamkeit von Magenschleimhaut sowie von Papain 
(nicht aktiviert) erklart sich wohl ohne weiteres durch die Abwesenheit 
notiger Peptidasewirkung; ebenso diirfte Kuhn und Heckschers* Beob- 
achtung, da8 Tonerde C, bei px 3,8 ,,Antiglyoxalase entfernt, waihrend 
Trypsin zuriickbleibt, wohl auf Peptidaseentfernung zuriickzufiihren sein. 
Dakin und Dudley* meinten durch den Nachweis der Stabilitat der Anti- 
glyoxalase bei Inkubation mit 1% Na,CO, ihre Verschiedenheit vom 
Trypsin gezeigt zu haben. Ganz abgesehen von der Unsicherheit der Trypsin - 
zerstérung unter diesen Umstanden, nach Kuhn und Heckscher langst nicht 
vollstandig, ist hierzu folgendes zu bemerken. Dakin und Dudley benutzten 
nicht Pankreatin, sondern Pankreaseextrakte zu ihren Versuchen. Diese 
miissen, falls nicht ganz frisch verwandt, durch Selbstdigestion hemmende 
Aminosauren bilden ; ferner kann bei auf Antiglyoxalasezerstérung gerichteten 
Behandlungsweisen (Inkubation mit Alkali; Erwarmung) zunachst erhéhter 
Eiwei8zerfall eintreten. Solche Extrakte kénnen dann wohl direkt durch 
ihren Gehalt an hemmenden Aminosduren auch ohne proteolytische Fahig- 
keit hemmend wirken. Auf diese Weise diirften Unstimmigkeiten in der 
Literatur, betreffend die Hitzebestandigkeit der ,,Antiglyoxalase’, ihre 
Erklarung finden (vgl. einerseits Dakin und Dudley‘, andererseits Ariyama®). 

Um MiBverstandnisse zu vermeiden, muB die Beziehung der hier 
beschriebenen Histidinwirkung zur Glyoxalaffinwirkung  desselben 
Stoffes niher besprochen werden. Eine Hemmungswirkung auf Grund 
einer Reaktion mit dem Substrat, wie sie erstmalig Foster* und spater 
wieder v. Vargha’, in Betracht zogen, glaubte der eine von uns friiher 
schon daher ausschlieBen zu kénnen, daB die Hemmung (mit Pankreatin) 
nicht nur die Mandel- bzw. Milchsdurebildung betrifft, sondern auch den 
Schwund an Phenyl- bzw. Methylglyoxal. Dies erscheint uns jetzt 
nicht mehr ganz stichhaltig. Die bekannte Reaktion zwischen Glyoxalen 
und Aminoséuren® ist zwar als Erklirung ausgeschlossen, da sie zum 
unwiederbringlichen Schwund des Substrats fiihren wiirde. Anderer- 
seits lassen sich nicht ohne weiteres Reaktionen ausschlieBen, bei denen 
das Substrat durch Bindung an Aminoséuren wohl vor fermentativem 
Angriff geschiitzt ist, bei der analytischen Bestimmung aber wieder 

1 J. of biol. Chem. 15, 463, 1913. — 2? Ebenda 16, 505, 1914. — 
3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 154, 1926. — ‘4 J. of biol. Chem. 15, 463, 
1913. — 5 Ebenda 77, 359, 1928. — ® Biochem. J. 19, 757, 1925. 

7 Diese Zeitschr. 246, 215, 1932. — 8 Dakin u. Dudley, J. of biol. Chem. 
14, 155, 1913; Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927. 
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zum Vorschein kommt. Dagegen scheint uns die Tatsache zu sprechen, 
daB die Fermenthemmung mit Histidin, ebenso wie mit Pankreatin, 
allmahlich im Laufe der Inkubation des Ferments mit dem Hemmungs- 
kérper eintritt. Welche Rolle hierbei das Glutathion spielt, und ob es 
sich bei der Hemmung wirklich um eine Einwirkung auf dieses handelt 
(eine Auffassung, die die friiher gefundenen und in dieser Arbeit er- 
weitert bestatigten Tatsachen nur schwer umgehen lassen), das soll 
den Gegenstand einer weiteren Arbeit bilden. 

Es mag auffallig erscheinen im Lichte dessen, was in einer friiheren 
Arbeit! tiber die Bedeutung der Glyoxaffinreaktionen und deren Aus- 
schaltung gesagt worden ist, daB in den hier angefiihrten Versuchen der 
gehemmte Methylglyoxalschwund haufig auf Null fallt. Der Grund 
dafiir war in der Einleitung zu der genannten Arbeit schon in Betracht 
gezogen worden und dirfte in der weit héheren absoluten Aktivitat 
der Glyoxalaselésungen in unseren Versuchen, verglichen mit den 
friiheren Versuchen des einen von uns, liegen. Nach einem unserer 
Versuche zu urteilen, ist die fermentative Phenylglyoxalumwandlung 
ein etwa drei- bis viermal langsamerer Vorgang als die Methylglyoxal- 
umwandlung. Auch sind die von uns verwendeten Kaninchenleber- 
ausziige, sofort nach dem Tode des Tieres verwandt, wesentlich aktiver 
als die friiher benutzten Extrakte aus Schlachthausleber. Daher be- 
nutzten wir auch nur etwa 1 Teil Extrakt (1:5) auf 7 Teilen anderer 
Lésungen, wahrend der eine von uns frither 1 Teil Extrakt auf etwa 
1'/, bis 3 Teilen anderer Lésungen verwenden muBte. Dabei inkubieren 
wir meist nur 20 Minuten, statt der friiher verwendeten 1 bis 1! /, Stunden. 
Die Glyoxaffinreaktionen spielen daher naturgemaéB nur eine ganz 
untergeordnete Rolle ?. 

Zusammenfassung. 

In noch unver6ffentlichten Untersuchungen sind Ochoa und Dudley 
zur Ansicht gelangt, daB die ,,Antiglyoxalase‘‘ nichts anderes ist als 
das Proteasengemenge des Pankreas, unter dessen Wirkung Aminosauren 
entstehen, unter denen besonders Histidin starke Hemmungswirkung 
auf Glyoxalase entfaltet. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, 
da8 die Hemmung durch Histidin zum Glyoxalase-Co-Ferment, dem 
reduzierten Glutathion, in der gleichen Beziehung steht, die friiher 
bei Pankreatinhemmung beobachtet wurde. Des weiteren wird gezeigt, 
dafs die Hemmungswirkung des Pankreatins, im Gegensatz zur Histidin- 
wirkung, nur in Gegenwart geniigender Mengen an EiweiBk6rpern 
zu beobachten ist. Ochoa und Dudleys Ansicht iiber das Wesen der 


+, Atlyoxalase findet in diesen Beobachtungen ihre Bestatigung. 


' Girsavicius, |.c. — * Vgl. Auhagen, diese Zeitschr. 265, 213, 1933; 
sowie Ariyama u. Kobayashi, J. of Biochem. 16, 317, 1932; Watanabe, 
ebenda 17, 307, 1933. 




















Uber Milchsiurebestimmung in Gegenwart von Methylglyoxal. 


Von 
J. 0. Girsavieius und P. A. Heyfetz. 
(Aus dem Bach-Institut fiir Biochemie des Volkskommissariats fiir Gesund- 
heitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 5. August 1934.) 


Im Zusammenhang mit einigen geplanten Untersuchungen wurde 
es notwendig, Milchsdurebildung nach Einwirkung von Glyoxalase zu 
bestimmen, also Milchséure in Gegenwart verschiedener Mengen an 
Methylglyoxal. Da diese Notwendigkeit sich wohl ofters ergeben diirfte, 
mégen einige von uns gemachte Beobachtungen mitgeteilt sein. 

Ein einwandfreies Verfahren zur Bestimmung der Milchsaéure in Gegen- 
wart von Methylglyoxal haben Simon und Neuberg! angegeben. Das Methyl- 
glyoxal wird als Bis-2, 4-dinitrophenylhydrazon niedergeschlagen; nach 
Entfernung des iiberschiissigen Reagenzes wird die Milchséure auf iibliche 
Weise bestimmt. Umstandlicher ist das Verfahren von Ariyama und Koba- 
yashi*, die das Methylglyoxal durch Einengen der Lésung vor der Milchsaure- 
bestimmung abdampfen; ginzliche Entfernung des Methylglyoxals diirfte 
sich auf diese Weise schwerlich erreichen lassen. Auf Entfernung des Methy!1- 
glyoxals verzichtet ganzlich Haarmann®, der einen Einflu8 auf die Milch- 
siurebestimmung vermiBt, nachdem er die Kupfer-Kalkfallung der Kohlen- 
hydrate fortlieB. Diese Behauptung steht aber in Widerspruch mit den 
Beobachtungen anderer Autoren; schon Kuhn und Heckscher, die als erste 
diese Frage untersuchten, finden, daB selbst bei Umgehung der Kupfer- 
Kalkfallung Methylglyoxal zu etwa 8% seiner molaren Menge mitbestimmt 
wird; Ariyama® fand nur geringen EinfluB des Methylglyoxals auf die 
Milchsaéurebestimmung, bei Methylglyoxalmengen, die das Dreifache der an- 
gewandten Milchséuremengen nicht iiberstiegen. GréSere Methylglyoxal- 
mengen gaben aber Fehler bis zu 10%. 

Wir dachten zunachst den Einflu8 des Methylglyoxals durch 
Kontrollbestimmungen auszuschalten, doch stellte sich alsbald heraus, 
daB Methylglyoxal stark schwankende und dabei recht hohe Werte 
(bis zu 25 %, des anwesenden Methylglyoxals, in Milchsiure umgerechnet) 
ergab. Wir benutzten zu den Milchsiurebestimmungen einen Friede- 
mann-, Cotonio- und Shaffer-Apparat, der in zwei symmetrischen 
Halften gleichzeitige Doppelbestimmungen erlaubte. Dabei fiel uns auf, 
daB mit Methylglyoxal bzw. mit Milchsaéure und Methylglyoxal, nicht 
aber mit Milchsadure allein (die uns richtige Werte gab), die auf der 


1 Diese Zeitschr. 232, 479, 1931; s. auch Auhagen u. Neuberg, ebenda 


264, 453, 1933. — 2 J. of Biochem. 16, 317, 1932. — * Diese Zeitschr. 255, 
125, 1932. — 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 116, 1926. — ® J. of biol. 


Chem. 77, 367, 1928. 
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einen Seite des Apparates erhaltenen Werte stets wesentlich héher 
lagen als die auf der anderen Seite erhaltenen. Diese immer wieder 
gemachte Beobachtung konnten wir schlieBlich auf folgenden Umstand 
zuruckfiihren. Bei unseren im sehr heiBen Mai dieses Jahres angestellten 
Versuchen stand uns nur ziemlich warmes Leitungswasser von sehr 
schwachem Druck zur Verfiigung. Unsere RiickfluBkithler waren in 
Serienschaltung angeordnet, so daB der eine jeweils weniger gut gekihlt 
wurde; hier ergaben sich auch die héheren Werte. Die bei uns, im Ver- 
gleich mit anderen Autoren, sehr hoch liegenden Werte diirften durch 
die tiberhaupt schwache Kiihlung zu erklairen sein (vielleicht auch 
dadurch, daB wir die Luft direkt durch die siedende Fliissigkeit saugen 
und nicht, wie tiblich, nur dariiber streichen lassen). Der durch Methy]- 
glyoxal bewirkte Fehler in der Milchsaurebestimmung geht demnach 
nicht auf Acetaldehydbildung zuriick; dabei hatte die Wirksamkeit 
der RiickfluBkiihlung keinen EinfluB ausgeiibt. Méglicherweise handelt 
es sich um ein Ubergehen des Methylglyoxals selber, das ja bekanntlich 
auch Bisulfit bindet. 

Die im Methylglyoxal liegende Fehlerquelle dachten wir zunichst 
wohlfeiler als durch Dinitrophenylhydrazinfallung auf folgende Weise 
ausschalten zu kénnen. Es ist durch Friedemann! bekannt, daB Methyl- 
glyoxal wie auch andere Glyoxale durch Wasserstoffperoxyd in alkali- 
scher Lésung rasch unter Bildung von je einem Aquivalent Ameisen- 
und Essigséure oxydiert wird, wahrend alkalische Lésung? an sich zu 
Milchsaéurebildung AnlaB gibt. Da im Laufe der gewoéhnlichen Milch- 
siurebestimmung durch die Kupfer-Kalkfallung ein stark alkalisches 
Milieu geschaffen wird, versuchten wir durch vorherigen Zusatz von 
H,O, die Umwandlung des Methylglyoxals auf den unschaédlichen Weg 
zu Ameisensiéure und Essigsiure umzuschalten. Der UberschuB an 
H,O, 1aBt sich z. B. durch eine Spur MnO, leicht zersetzen. Dabei 
ergab sich aber, daB auch Milchséure ziemlich rasch angegriffen wird, 
und obwohl wir Bedingungen prazisieren konnten, bei denen Methyl- 
glyoxal fast vollstandig zersetzt wird, Milchsiure dagegen kaum, sind 
die Grenzen der Anwendbarkeit so eng, daB wir von einer weiteren 
Ausarbeitung der Methode absahen. Bis auf weiteres bleibt die Methode 
von Simon und Neuberg nach unseren Erfahrungen die einzig anwend- 
bare. Vor einem Vernachlassigen des Methylglyoxalfehlers méchten 
wir warnen, es sei denn, daB er durch sehr kraftige RiickfluBkiihlung 
auf einen wirklich geringen Umfang zuriickgedrangt wird. 


? J. of biol. Chem. 78, 331, 1927. — * Bei geniigend hoher Alkalinitat; 
s. Ariyama, l.c. 
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Chemismus und Enzymchemie der Saurebildungs- 
und Siureumwandlungsvorginge bei Schimmelpilzen. 


XI. Mitteilung: 


Die Oxalsiurebildung aus Ameisensiure, Glykolsiure, Bernsteinsiure und 
anderen Siuren durch Aspergillus niger. 


Von 


Konrad Bernhauer und Franz Slanina. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 31. August 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Durch die bisherigen Untersuchungen konnte wahrscheinlich 
gemacht werden, da bei der Oxalsiuregirung des Zuckers zunachst 
der Abbau (iiber Alkohol) zu Essigsiure fiihrt und da8 sodann erst 
die fiir die Oxalsiurebildung charakteristischen Umwandlungsprozesse 
einsetzen!; als letzte Phase dieses Vorganges erscheint die Oxalséure- 
bildung aus Ameisensaure. 


In der vorangehenden Untersuchung? hatten wir nun _ festgestellt, 
da8 durch Aspergillus niger-Staémme ameisensaure Salze in recht weitgehendem 
Ausmap in Oxalsdure tibergefiihrt werden. Wahrend unsere diesbeziigliche 
Mitteilung bereits im Druck war, erschien eine Arbeit von Chrzqszcz und 
Zakomorny?* iiber die analoge Umwandlung bei verschiedenen Penicillium- 
arten, Aspergillus niger-Staémmen sowie Rhizopus nigricans. Die genannten 
Autoren erhielten bei ihrer Versuchsanordnung aus Ca-Formiat maximal 
gegen 5% an Oxalsiure bezogen auf verbrauchte Ameisenséure, und aus 
Na-Formiat maximal gegen 4%; dagegen haufte sich in unseren Ca-Formiat- 
versuchen die Oxalsaéure bis etwa 17% an, in Natriumformiatversuchen bis 
iiber 40%. Bei den nachfolgend beschriebenen Versuchen behielten wir 
daher unsere seinerzeitige bewaihrte Versuchsanordnung bei. Erwahnt 
sei noch in diesem Zusammenhang, da Raistrick und Clark* bei der 
Einwirkung von Pilzen auf Ameisensiure keine Oxalsiure erhalten 
konnten. 

Die Reaktion Ameisensdure — Oxalsdéure beansprucht ein erheb- 
liches Interesse, da eine nahe chemische Parallele zur Reaktion Essig- 
sdiure > Bernsteinsiure augenfallig ist und der letztgenannte Vorgang 
fiir den oxydativen Kohlenhydratabbau von groBer Bedeutung er- 
scheint. Bei uwnseren weiteren Versuchen erzielten wir nun aus Na- 


1 Zusammenfassung der neuesten Ergebnisse: K. Bernhauer, Ergebn. 
d. Enzymforsch. 3, 216, 1934; altere Literatur vgl. Derselbe, Die oxydativen 
Garungen. Berlin 1932. — * Bernhauer u. Slanina, diese Zeitschr. 264, 109, 
1933. — * Ebenda 263, 105, 1933. — 4 Biochem. J. 13, 329, 1919. 
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Formiat eine Ausbeute von iiber 60°, an Oxalsiure, bezogen auf an- 
gewendete Ameisensiure, und zwar bei kurzer Versuchsdauer und 
Anwendung des Na-Formiats in geringerer Konzentration, wahrend 
in Parallelversuchen mit der doppelten Na-Formiatkonzentration die 
prozentuale Oxalsdureausbeute nur etwa die Halfte betrug, wobei die 
Hauptmenge der Ameisensiiure zu CO, abgebaut wurde. Es finden 
daher zugleich zwei Reaktionen statt, je nachdem ob an der Dehydrierung 
ein oder zwei Mol Ameisensaure beteiligt sind: 


Al A2 
Oo O LO 
H. C2 >CO.(+H,) oder H.C? C 
OH OH OH 
ai (+ H,) usw. 
H.OH OH 


B (2 Mol) 


H.cOOH COOH 
(H,). 


> | 
H.cOOH COOH 


Die analoge Dehydrierung der Essigséure ist dann folgendermaBen zu 
formulieren: 


A (analog A 2) B (2 Mol) 
H.CH,.COOH CH,.COOH H.CH,.COOH CH,.COOH 

>| (+Hg) >| (+H). 
H.OH OH H.CH,.COOH CH,. COOH 


Weiterhin konnte wahrscheinlich gemacht werden, daB die an den 
erwaihnten Vorgangen beteiligte Formicodehydrase oxydaseartige Wirkung 
zu haben scheint, denn bisher konnte keine Methylenblauentfarbung 
unter SauerstoffabschluB durch die Pilzdecken in Gegenwart von 
Na-Formiat als H,-Donator erzielt werden. 

Bereits friiher wurde auseinandergesetzt, daB der Weg von der 
Essigsiure zur Oxalsiure sowohl iiber Bernsteinsiure als auch iiber 
Glykolsaure fiihren kann. Fiir beide Wege konnten experimentelle 
Stiitzen beigebracht werden, doch schienen die bisherigen Befunde 
dafiir zu sprechen, daB die Oxalsiurebildung tiber Bernsteinsiure den 
Hauptvorgang vorstellt!. Aus den weiteren hier mitzuteilenden Ver- 
suchen ist jedoch ersichtlich, daB bei gewissen Pilzstammen aus den 
Na-Salzen der Bernsteinsdure wie Glykolsdure die gleichen Mengen an 
Oxalsdure gebildet werden kénnen. Bei Versuchen, die unter vollig 
gleichen Bedingungen parallel durchgefiihrt wurden, war die Ausbeute 
an Oxalsiure aus den angewendeten Sauren (als Na-Salze), bezogen auf 
aiquimolekulare Mengen Essigséure, folgende (Versuchsreihe 103): 

Der Befund iiber die relativ hohe Oxalséureausbeute aus Glykolséure 
erscheint bemerkenswert, da wir bisher aus Glykolsaéure nur viel geringere 


one 


' Vel. Bernhauer u. Scheuer, diese Zeitschr. 258, 11, 1932. 
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Tabelle IL. 





Oxalsture-Ausbeute* aus 


Pilzstamm a oat Od AU : E pane ae then ae Rona ae 
Essigsdure Bernsteins&ure Fumarsdure Glykols&ure 
XX 77.6% 68%, 67,2 65,6 % 
XNIII Te 64°, 60,8 % 63,2 % 


* Maximalwerte, niheres vgl. Tabelle III. 


Mengen an Oxalsiure gewinnen konnten (maximal bis 20,9°,'). Es ist 
nun nicht unwahrscheinlich, daB der Abbau sowohl der Glykolséure als 
auch der Bernsteinsaure (iiber Fumarsaure) zundchst zur Glyoxylsdure fiihrt 
und da8 sodann diese entweder tiber Ameisensdéure oder direkt in Oxalsiure 
iibergefiihrt wird. Fiir diese letzte Phase des Prozesses erscheint eine 
Anzahl von Wegen méglich!, und zwar: 


A. Oxydative Spaltung b. Hydroklastische Spaltung 
CHO.COOH H.cCOOH H COOH 
+0, — 2C0,+ a ae 
CHO.COOH H.COOH OH CHO 
(. Direkte Oxydation ys D. Dismutation 
COOH COOH COOH COOH COOH 
| + 1/5 Og > << | + | nee | 
CHO COOH C—OH C€:0 CH,OH 
OH 
(+H,O) H H 


Eine Entscheidung dariiber, in welchem Ausma8 der eine oder andere 
Weg realisiert wird, miiBte durch Versuche mit Glyoxylsiure selbst an- 
gebahnt werden. 

Unter den Sauren, die als Zwischenprodukte bei der Oxalsdure- 
bildung aus Zucker in Frage kommen kénnen, sind weiterhin die 7'ri- 
carbonsaduren zu beachten, da die oxalsiurebildenden Pilze in der Regel 
auch das Vermégen zur Erzeugung von Citronenséure besitzen. Da 
nun die Umwandlung im System Citronensiure @ Aconitséiure durch 
die Pilze leicht realisierbar ist?, erscheint es nicht unwahrscheinlich, 
daB in Analogie zur Oxalsdurebildung aus Fumarsiure die Aconitsdiure 
zunachst gespalten wird. Die dabei zu erwartende Glyoxylsiure kénnte 
sodann auf einem der erwihnten Wege in Oxalsaure iibergefiihrt werden 
und die als zweites Spaltprodukt zu erwartende Oxalessigsiure kénnte 
(nach primarer Decarboxylierung) auf dem Wege iiber Essigséure 
abgebaut werden: 


CH,.COOH CH.COOH CHO.COOH —» vgl. oben 

+O» 

C(OH).COOH —™ C.COOH —~ CO.COOH CHO 

| | | — 200,4 | usw. 
CH,.COOH CH,.COOH CH,.COOH CHs 


1 Vel. K. Bernhauer, Ergebn. d. Enzymforsch. 3, 216ff., 1934. 
> Vel. Bernhauer u. Béckl, diese Zeitschr. 258, 25, 1932. 
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Die Versuche zeigten auch, daB in Ubereinstimmung mit der 
entwickelten Vorstellung aus den Na-Salzen der Citronenséure sowie 
Aconitsiure véllig gleiche Ausbeuten an Oxalsaéure erhaltlich sind, 
und zwar bezogen auf aquimolekulare Mengen Essigsiure: 60°, aus 
Aconitsiure und 61,1°, aus Citronensdure (vgl. Versuchsreihe 96). 
Zugleich ist ersichtlich, daB die GréBenordnung der Oxalsiureausbeute 
die gleiche ist wie aus den Dicarbonséuren. 


Vollig andersartig verlauft die Umwandlung der fréien Siiuren!. Es 
fand dabeiniemals Bildung von Oxalsaure statt, sonderndie Sauren wurden 
vor allem assimiliert unter betrachtlicher Vermehrung der Leibessubstanz 
(Erhéhung des Mycelgewichtes). Dabei trat insbesondere unter Ein- 
wirkung der Pilzdecken auf Glykol- und Oxalsiure zundchst ein be- 
trichtliches Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Lésung auf, 
das alsbald wieder verschwand. Die weiteren Versuche miissen zeigen, 
ob es sich dabei um Zucker oder andere reduzierende Substanzen 
handelt?. Diese Ergebnisse stehen zugleich prinzipiell in Uberein- 
stimmung mit friiheren Befunden tber die Bildung reduzierender 
Substanzen aus den Salzen verschiedener Sauren, insbesondere aber 
aus Alkohol (mit oder ohne etwas Na-Bicarbonat)*. Wahrend jedoch 
die Bildung reduzierender Substanzen in neutraler oder schwach alkalischer 
Lésung und ebenso deren Assimilation unter weiterem Wachstum des 
Pilzes meist nur sehr gering ist, erreicht das Reduktionsvermégen bei der 
Einwirkung der Pilzdecken auf verschiedene freie Sduren vielfach recht 
erhebliche Werte: in Zusammenhang damit findet auch deutliche Assi- 
milation unter Wachstum des Pilzes statt (vgl. Versuchsreihe 107) 4. 
Von besonderem Interesse erscheinen in diesem Zusammenhang auch 


1 Bennet-Clark (New Phytologist 32, 216, 1933) hat darauf hingewiesen, 
daB das von uns (Bernhauer u. Siebenduger, diese Zeitschr. 240, 232, 1931) 
aufgestellte Abbauschema der Sauren nicht richtig sein kénne, da dieselben 
durch den Pilz insbesondere assimiliert werden; es sei hier ‘betont, daB 
unser Abbauschema, wie aus den seinerzeitigen und auch den hier mit- 
geteilten Versuchen ersichtlich ist, nur fiir die Abbauvorgange in neutraler 
bzw. schwach alkalischer Lésung Geltung besitzen soll, nicht aber fiir die freien 
Sauren. — ? Bennet-Clark (New Phytologist 32, 128, 1933) hatte beobachtet, 
da®B freie Sauren unter der Einwirkung der Pilze rasch verschwinden kénnen, 
ohne daB ein Abbau zu CO, stattfindet; die besonders rasch verschwindende 
Glykolsaéure soll dabei gemaB der Vermutung des Autors nach ihrer Reduk- 
tion zu Glykolaldehyd unmittelbar in Kohlenhydrate iibergefiihrt werden. 

3 Bernhauer, Bockl u. Siebenduger, diese Zeitschr. 2538, 16, 1932. — 
* Anmerkung bei der Korrektur. Neuerdings bestiatigten Butkewitsch, 
Menzschinskaja und Trofimowa (diese Zeitschr. 272, 364, 1934) unsere 
Beobachtungen tiber die Bildung reduzierender Substanzen bei der Ein- 
wirkung der Pilzdecken auf Na-Acetat. Dieselben fanden, da& auch in 
C-freier Lésung (Natriumsulfat) reduzierende Substanzen in der Kultur- 
fliissigkeit auftreten, und nahmen daher an, da®B dieselben stets aus dem 
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Hemmungsversuche mit Jodessigsiure. In Gegenwart derselben (m/1000 
Lésung) zeigten namlich fertige Pilzdecken auf einer normalen Nahr- 
l6sung nur noch eine 5- bis 10°%,ige Mycelgewichtszunahme, wogegen 
in Versuchen ohne JES. das Mycelgewicht in der gleichen Zeit um 100 
bis 115° zunahm (Versuchsreihe 97 und 98). Ahnliche — nur in der 
GréBenordnung verschiedene — Ergebnisse wurden bei der Einwirkung 
der Pilzdecken auf die freien Sauren erzielt, doch war hier der Effekt 
wegen der stark sauren Reaktion 
(vgl. unten) nicht so auffallend; 
Mycelgewichtszunahme ohne JES. 
56%, mit JES. 16%. Besonders 
interessant verliefen nun die Hem- 
mungsversuche mit JES. hinsicht- 
lich der aus freien Saéuren (insbe- 
sondere Glykol- und Oxalsiaure) Hereuchedmer in Tagen 
entstehenden reduzierenden Sub- Abb. 1. 

stanzen, indem deren Wieder- 

verschwinden (wahrscheinlich durch Assimilation) vielfach stark ge- 
hemmt wurde. Das Reduktionsvermégen erreichte in Gegenwart 
von JES. zumeist auch hoéhere Werte als ohne diese, wie aus der 
Kurvenabb. 1 ersichtlich ist (vgl. Versuchsreihe 107, Nr. 1953 
bis 1964). 

Dagegen zeigte sich in den Versuchen mit den Na-Salzen verschiedener 
Sauren keine wahrnehmbare Wirkung der JES. auf die Oxalsaiurebildung, 
wahrend eine Wirkung auf Assimilationsprozesse bei dem px-Wert dieser 
Versuche (7 bis 8) kaum zu erwarten war (die hemmende Wirkung der 
JES. kommt nach Lundsgaard! insbesondere im px-Bereich 4,5 bis 5 zur 
Geltung); auBerdem findet bei diesem py auch ohne JES. kaum Wachstum 
statt. Die in der angedeuteten Richtung durchgefiihrten, hier mitgeteilten 
Versuche sind allerdings erst als Vorversuche zu werten, doch scheinen 
diese bereits zur Anschauung zu berechtigen, daB gerade die Hemmungs- 
versuche mit JES. geeignet sein diirften, einen tieferen Einblick in den 
Pilzstoffwechsel zu erméglichen ?. 





Mycel stammen und an die Kulturfliissigkeit abgegeben werden. Wir haben 
auf breiterer Basis mit der naheren Aufklarung der Frage begonnen, in 
welchem Ausmafie reduzierende Stoffe von den Pilzdecken selbst unter 
unseren Versuchsbedingungen abgegeben werden. Doch méchte ich jetzt 
schon auf die Tatsache hinweisen, daf{ das Reduktionsvermégen durchaus 
nicht immer auftritt, sondern nur bei Darbietung bestimmter C-Verbin- 
dungen. Jedenfalls findet bei Einwirkung der Pilzdecken auf freie organische 
Sauren stets eine erhebliche Assimilation derselben unter Erhéhung des 
Mycelgewichtes statt, so daB zumindest in diesen Fallen die dabei auftreten- 
den reduzierenden Substanzen als Produkte des Assimilationsvorganges 
anzusehen sein werden. 

1 Diese Zeitschr. 250, 61, 1932. — 2 Weitere Versuche in dieser Richtung 
méchten wir uns bis auf weiteres vorbehalten. 
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Experimentelles |. 
a) Oxalsdurebildung aus den Na-Salzen verschiedener Sdwren. 


Versuchsreihe 96. Entwicklung der Pilzdecken (Aspergillus niger, 
Stamm XX) in iiblicher Weise (100 cem normale Nahrlésung? in 300 cem 
Erlenmeyer-Kolben, 4 Tage bei 33 bis 34°); Ubertragung auf die zweite 
Kulturfliissigkeit in tiblicher Weise*. Probeentnahme (10 ccm) an ver- 
schiedenen Tagen (vgl. Tabelle II) und Bestimmung der Oxalsaure. 


Tabelle II. 





Zweite Kulturfliissigkeit (80 ccm) Oxalsiure* in 80 cem Lisung, am 
EES te tee a Mycelge- 

Sauren 3. Tag 6.Tag | 10. Tag wicht*** 
: (als Na-Salze) %lo 8 Pu 
Nr. i g |%o**!| gs 9% g 9 g 





Versuch 





1764/65. Aconitsiure 2,2 1,74 68 09 50 1,06 58,9 1,08 60 1,21 
1766/67 Citronensaure 
(+H,0O) 2,63 2,1 68 1,0 55,6 1.08 60 1,10 61,1 1,388 
* Wassertfrei. ** Prozente berechnet auf Aquimolekulare Mengen Essigsiure (210g 
Citronensiiure + H,0 = 174 g Aconitsiiure = 180 g Essigsiiure). — *** Die angefiihrten Werte 
stellen stets (auch in allen anderen Tabellen) Mittelwerte vor, beziehen sich also jeweils auf 
einen Einzelversuch. 


Versuchsreihe 103. (Nr. 1856 bis 1884). Entwicklung der Pilzdecken 
(Aspergillus niger, Stamm XX und XXIII) auf 50cem normaler Nahr- 
lésung (in 300 cem Erlenmeyer-Kolben, 4 Tage bei 33 bis 34°); Ubertragung 





Tabelle III. 


Zweite Kulturfltissigkeit Oxalsiure in 50 cem, 








- (50 eem) am Mycel- 

Versuc 5 i | Coreen moe staat alan i re- 

a stamm Sturen ) 4, Tag 7.Tag || 10. Tag wicht 
alo Nastales %} g i— ——__—_ 

Nr. | (als Na-Salze) z | %*ll « o/0 . Ve . 
1853/54 Fssigsiure 2,5 1,25 0,89 71,.2'0,97 77,6 0,94 75,2 0,30 
1857/58 tas [ 'Bernsteinsaure | 2,45 1.225)0,42' 33,6 0,79 63,2)0,85 68 | 0,34 
1861/62 | ~ | Fumarsaure (2,4 1,2 |0,40/32,0 0,69 53.9) 0,84 67,2) 031 
1865/66 Glykolsaure [3,2 1,6 9,55 44,0 0,76 60,8 0,82 65,6) 0,24 
1869/70 ) _ Essigsiure (2,5 1,25 0,90 72.0 0,82 656 — — _ 0,71 
1873/74 l= Bernsteinsaiure 2,45 1,225 0,69 55.2 0,80 64.0 0,77 61,6 0,61 
1877/78 (% | Fumarsaure (2,4 |1,2 (0,64 51,3 0,76 60.8 0,72 57.6 0.62 
1881/82 ? Glykolsaure (3,2 (1,6 0,59 47,2 0,65 52,0 0,79 63.2 0,60 


* Prozente stets bezogen auf iquimolekulare Mengen Essigs&ure, 


1 Von zahlreichen im Prinzip gleichartig verlaufenen Versuchsreihen 
werden hier nur einige wenige als Beispiele wiedergegeben. — * Unsere 
normale Nahrlésung‘S besteht aus 10% Zucker, 0,2°% NH,NO,, 0,1°% 
KH,PO, und 0,025% MgSO, in Leitungswasser. — * Die Nahrlésung 
wird abgegossen und anhaftende Anteile derselben werden durch vorsichtige 
Spiilung mit sterilem Wasser entfernt, so da® die Oberfliche der Pilz- 
decke nicht befeuchtet wird. Das letzte Waschwasser darf Fehlingsche 
Lésung nicht mehr reduzieren. Sodann wird die zweite Kulturfliissigkeit 
vorsichtig unter die Pilzdecke gebracht. 

















Sere, 
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auf zweite Kulturfliissigkeit (Na-Salze verschiedener Sauren, 50 ccm) in 
iiblicher Weise; Probeentnahme (5ccm) an verschiedenen Tagen (vgl. 
Tabelle III) und Bestimmung der Oxalsiure. Die Hialfte der Versuche 
enthielt in zweiter Kulturfliissigkeit m/1000 JES. (als Na-Salz); da jedoch 
in der Oxalsiureausbeute kein wesentlicher Unterschied gegeniiber den 
Versuchen ohne Zusatz feststellbar war, wird auf die Wiedergabe der be- 
treffenden Versuche verzichtet. Reduktionsvermégen gegeniiber Fehling- 
scher Lésung trat nirgends auf. 

Versuchsreithe 105 (Nr. 1909 bis 1924). Ganz analog der Versuchs- 
reihe 103; Einwirkung der Pilzdecken auf Na-Formiat. Ergebnisse vgl. 
Tabelle IV. 

Tabelle IV. 











Ameisensiure Oxalsiure in 50 cem, 

canes Pilz- (als Na-Salz), 50 cem am Mycel- 

ersuc re T 4. Tag 7. Tag gewicht 

0 y | ae eee) ee cccpectianiadipiaalaie 

Nr. : PH 4 0 o* £ 0/9* g 
1909/10 | ) XX fi) 1,9 0,95 7,4 0,40 | 42,1 0,43 45,3 0,27 
1913/14 |, ~~ UU 38 1,9 7,6 0,384 | 17,9 0,388 20,0 0,33 
1917/18 \ yr (| 19 095 74 054/568 058 610) 0,46 
1921/22 || ““ {|| 3,8 19 7,6 0,60 | 31,6 0,60 31,6 0,57 


* Prozente bezogen auf angewendete Ameisensidure. 


b) Hemmungsversuche mit Jodessigsdure. 

Versuchsreihe 97 (Nr. 1772 bis 1781). Entwicklung der Pilzdecken 
(Stamm XXIII) auf 50cem normaler Nahrlésung; nach 2 Tagen Zusatz 
von Jodessigsiure bzw. Versuchsabbruch. Feststellung der Wirkung der 
JES. auf das Mycelwachstum nach weiteren 2 Tagen. Ergebnisse in 
Tabelle V. 

Tabelle V. 








Zusatz von Mycelgewicht 
Versuch | JES. egte i 5a ge ia Differenz 
ee  dindeinmaccmammemis i 
| Konzen- g 
| ecm* tration | g Oly 
Nr. ecm etwa | 

1772/73 we ie al ee 0,215 a. i 
1774/75 10 0 — 0,46 + 0,245 + 114 
1776/77 75 | 25 | m/t000 0.245 +003 + 14 
1778/79 5 5 m/ 500 0,225 + 0,01 + 47 
1780/81 () 10 m]/ 250 0,19 — 0,025 — ll 


* Stammliésung: '/;9 mol.; 18g JES. in 200eem Wasser mit 0,71 g Na»CO, + 2H.O 
abneutralisiert und auf 500cem mit Wasser aufgefiillt. 


Versuchsrethe 98 (Nr. 1782 bis 1801). Entwicklung der Pilzdecken 
(Stamm XXIII) in iiblicher Weise (je 50ccm normale Nahrlésung in 
300 cem Erlenmeyer-Kolben, 4 Tage bei 33 bis 34°). Ubertragung auf 
zweite Kulturfliissigkeit vgl. Tabelle VI. Feststellung des Effektes des 
JES.-Zusatzes durch Bestimmung des Mycelgewichtes, der Aziditét und 
des Zuckerverbrauches (Mittelwerte aus je vier Parallelversuchen) nach 
4 Tagen bei 33 bis 34°. 
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Tabelle VI. 





Zweite Kulturflissigkeit — eid Zucker- 


Versuch et oe eeepc NESS —— =e ~ tas verbrauch 
normal Wasser m/1000 Differenz ___| 50 eem siesta 
; N. L. (50 cem)| JES.* mr 
Nr. 19 cem g .| %Fo 
” ‘ I 
1782 — 1785 0 0 0 0,685; 0 |; — — — 


1786 — 1789 + 0 0 1.37 + 0,685 + 100 | 73 2,1 42 
1790 — 1793 al. 0 + |0,72 |+0,035\+ 5,1) 32 12 24 
1794 — 1797 0 +. 0 0,646 he 0,089 — 5,7) - — — 
1798 — 1801 0 + + 0,52 |—0165— 24 — ca -- 


* Pro Versuch 2,5 cem derselben Stammlésung wie in Versuchsreihe 97. 


Versuchsreihe 107 (Nr. 1933 bis 1964). Mycelentwicklung wie zuvor; 
Ubertragung auf zweite Kulturfliissigkeit (Bernsteinsiure, Glykolsaure, 
Oxalsiure, Citronenséure mit und ohne JES., vgl. Tabelle VII). Fest- 
stellung der Aziditaétsabnahme und des Reduktionsvermégens in entnom- 
menen Proben. Bernsteinséure und Citronenséure verschwanden sehr rasch 
ohne bemerkenswerte Bildung reduzierender Substanzen; es werden daher 
in Tabelle VII nur die Ergebnisse der Versuche mit Glykolséiure und Oxal- 
siure wiedergegeben. 


Anhang I. Zur Frage der Citronensiurebildung 
aus Essigsiure und Alkohol. 


Von 
K. Bernhauer. 


Vor kurzem erschien eine Arbeit von Butkewitsch, Menzschinskaja 
und T'rofimova', in der die bisherigen Ergebnisse iiber die Citronen- 
siurebildung aus Na-Acetat? so gedeutet werden, daB ,,sich die Citronen- 
sdure nicht aus der Essigsiéure, sondern aus den Stoffen der Pilzdecke 
bildet. Das Acetat fordert die Anhaufung der Citronensaure nur dadurch, 
daB es eine stark hemmende Wirkung auf den Verbrauch der Saure 
austibt. Besonders giinstig wirkt Acetat auf die Anhaufung von Citronen- 
sdure in schwachen Zuckerlésungen (2,5°%), was ebenfalls mit einem 
Schutz der sich aus dem Zucker bildenden Saure erklart wird. Zwischen 
dem Verbrauch der Essigsiure und der Anhaufung der Citronensaure 
laBt sich keine direkte Beziehung feststellen. Dieser Vorgang zeigt 
aber einen gewissen Zusammenhang mit den Gewichtsverlusten der 
Pilzdecken und ihrem Gehalt an Reservestoffen.* 

Ich méchte nun ganz kurz darauf hinweisen, daB die Beweise fiir 
die obigen SchluBfolgerungen Butkewitschs durchaus nicht geniigend 
iiberzeugend sind, um die Annahme der Citronensaiurebildung aus 


1 Diese Zeitschr. 272, 290, 1934. — * Chrzqszcz u. Tiukow, ebenda 
229, 343, 1930; Bernhawer u. Siebenduger, ebenda 240, 232, 1931. 
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Tabelle A. 





Versuchslisung 
(100 cem) 


Na-Acetat, 
entsprechend 
2.5 Kssigsaure 


Zucker, 10 °,, 


Versuchsdauer | Citronenséure | Rey. eed Mycelgewicht 

Tage g | g g 

11), 0,10 2,38 0,88 
23/5 0,14 2,19 0,89 
41, 0,38 1,51 0,86 
11), 0,40 8,90 1,32 
21, 0,38 8.80 1,32 
41), 0,87 8,07 1.47 


In der Zeitspanne vom 2,5. bis zum 4,5. Tag der Pilzdeckeneinwirkung 
auf die Na-Acetatlésung nimmt die Essigsiure um 0,68 g ab und die Citronen- 


saure um 0,24 ¢ 





j= 

g ee Essigsiure 
2}—_---™ 

7 | ig 
d) Say aD. 


die Citronensaéureausbeute in diesem Zeitintervall 


betragt daher sogar 35,3%, obwohl das Mycel- 
gewicht annéhernd konstant ist (0,89 und 0,86 g). 
Dabei ist ferner die Voraussetzung gemacht, daf 
das urspriingliche Mycelgewicht in den angefiihrten 
Versuchen tatsachlich dem in einem Einzelversuch 
ermittelten entspricht, was nach meinen Er- 





fahrungen durchaus nicht der Fall sein mu8, denn 
+ “ ssi . ° . 
Sn die Schwankungen im Mycelgewicht bei Parallel- 
versuchen kénnen vielfach recht betrachtlich sein'. 


10 tana | _ Mycelgewicht 


o 
—+—— 











PP = Weiterhin fehlt die Feststellung, wieviel Citronen - 
siiure die Mycelien bei Versuchsabbruch enthalten, 
Th ate We he a 
Tage so daB ein Abzug der im urspriinglichen Mycel vor- 
handenen Citronensiiuremenge von der in der Ver- 
Abb, 2. 


suchslésung entstandenen nicht ohne weiteres be- 
rechtigt erscheint. 


Auch die Beobachtung der genannten Autoren, daB Pilzdecken, 
die auf 3° iger Zuckerlésung zur Entwicklung gelangt waren, auf 


annimmt, da die erste Mycelgewichtsabnahme auf die Abscheidung 
von Zucker aus dem Mycel zuriickzufiihren ist, so ist die Menge der 
insgesamt gebildeten Citronensdure (0,38 g) gegeniiber dem gesamten 
Mycelschwund (0,42 g¢) auffallend groB, wobei zu _ beriicksichtigen ist, 
daB8 in der gleichen Zeit aus 1,74 g Zucker (insgesamt verbrauchter 
Zucker 1,93 g) nur 0,87 g Citronensiure entstanden. Ferner liegt kein 
zwingender Grund gegen die Annahme vor, da ein Teil (vielleicht sogar 
der Hauptteil) der vom Pilzmycel abgegebenen reduzierenden Substanzen 
unter den Versuchsbedingungen in Oxalsiure umgewandelt wurde, so dass 
zur Bildung der nachgewiesenen Citronensiuremenge der Mycelverlust gar 
nicht ausreichen wiirde. 

' Um sich ein Bild iiber die GréBe der Schwankungen im Mycelgewicht 
zu machen, vgl. man z. B. die Mycelgewichte in friiheren Arbeiten (z. B. 
Bernhauer, diese Zeitschr. 197, 309, 1928); Schwankungen von 20 bis 40% 
sind fast stets vorhanden, manchmal sogar noch wesentlich gréBere. Auch 
die Schwankungen im Versuchsverlauf sind meist sehr betrachtlich (vgl. 
z. B. Amelung, H. 166, 161, 1927; Bernhauer, Duda u. Siebenduger, diese 
Zeitschr. 280, 475, 1931). Es ist daher ersichtlich, da8 die Durchfiihrung 
von Parallelversuchen eine unbedingte Notwendigkeit ist, wenn man ver- 
&Bliche Ergebnisse gewinnen will. 








iota 
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Na-Acetatlésungen keine Citronensdure anhauften, im Gegensatz zu 
Pilzdecken, die auf 20°%,iger Zuckerlésung gewachsen waren, bildet 
keine Stiitze fiir die Auffassung, daB die Citronenséiure aus dem Pilz- 
mycel stammt, denn der Mycelschwund beim Verweilen auf den Ver- 
suchslésungen war in beiden Fallen von der gleichen GréBenordnung 
(vgl. Tabelle B). 

Tabelle B. 








3tigige Ent- Mycelgewicht (in g) nach Tagen Mycelgewichtabnahme (g) 
wicklung der |———__________ wae Smee | NB RR OE RR Gs 
Pilzdecken auf es 1 oi , ° nach 
Zuckerlésung | Urspriinglich 11/5 21/9 41/5 insgesamt | 1), Tagen 
3% ig 0,77 0,75 0,74 0,57 0,20 0,18 
20 ig 0,88 0,80 0,76 0,60 0,28 0.20 


Ich méchte auch darauf hinweisen, daB ich die Méglichkeit der 
Citronensaurebildung aus Reservestoffen des Pilzmycels stets im Auge 
behalten habe!. Ich war daher auch stets bestrebt gewesen, zu zeigen, 
daB Citronenséure aus Essigsiure sowie Alkohol in relativ betracht- 
lichen Ausbeuten gewonnen werden kann, wobei deren Menge das 
Mycelgewicht vielfach tiberstieg (vgl. Tabelle C). 


Tabelle C. 





Citronensiiure aus 


Alkohol 





Essigsiure 
aus | Versuch Versuch Versuch 
Tabelle Via? | 749/503 1256 574 1404/05 4 
Mycelgewicht bei Ver- 
suchsabbruch ing . | 0,86 etwa 0,8 bis 1,2* 
Citronensaure 
Ausbeute ing... | 0,38 0,72 0,96 1.46 
ee Se 15,3 ** 24,0 *** 36,4*** 
a » % ae 
Mycelgewichts . . 44,2 60 — 90 80 — 120 120 180 


* Mycelgewichtsbestimmungen waren in diesen Versuchen nicht vorgenommen worden ; 
die in Analogie zu anderen Versuchen angefiihrten ungefiihren Zahlen habe ich relativ hoch 
angesetzt. — ** Bezogen auf verbrauchte Essigsiure. -- *** Bezogen auf angewendeten Alkohol. 


Ferner méchte ich darauf hinweisen, daB die wiedergegebenen 
Zahlen zugleich annaéhernd von der gleichen GréBenordnung sind wie 
jene, die Butkewitsch und Fedoroff® bei der Umwandlung von Essigsiure 
sowie Alkohol in Bernsteinsiure und Fumarséure durch Rhizopus 


1 Vel. Bernhauer u. Béckl, diese Zeitschr. 2538, 16, Anm. 6, 1932. 
2 Aus der Arbeit von Butkewitsch, Menzschinskaja u. Trofimova, 1. ce. 
3 Bernhauer u. Siebenduger, diese Zeitschr. 240, 232, 1931. —— 4 Bernhauer 
u. Béckl, ebenda 258, 16, 1932. — ° Butkewitsch u. Fedorof{, diese Zeitschr. 
207, 302, 1929. 
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nigricans erhielten, und die gemaB den genannten Autoren fiir die 
Aufklarung des Chemismus der Bernsteinséure-Fumarsauregarung von 
wesentlicher Bedeutung erscheinen (vgl. Tabelle D). 


Tabelle D. 





Bernsteinséure und Fumarsdure aus 





Essigsdure Alkohol 
ans Ta 
aus Ta- mA - aus Ta- aus Ta- belle II 2 
belle1t aus TabelleIV' belle V1 belle? Mittel- 
werte * 
Mycelgewicht bei Ver- 
suchsabbruch in g . . 2,175 1,97 1,72 3,294 1,33 5,685 
Bernstein- u. Fumarsaure 
Ausbeute ing... . 0,77 10,229 0,349 2,996 0.92 3,995 
- an 16,1 6,8 18,6 29.6 9,2 11,6 
e «. Wo Gen 
Mycelgewichts .. . 35,4 11,6 20,3 let 69,1 70,3 


* Mittelwerte aus 14 Einzelversuchen. 


Ebenso wie diese Befunde als Stiitzen fiir die Anschauung, dab die 
Bernsteinsaure-Fumarsauregarung tiber Alkohol— Essigsaure verlauft, zu 
werten sind, miissen doch wohl in gleicher Weise auch die Befunde iiber 
die Citronensaurebildung aus Alkohol und Essigsaéure als Stiitzen fiir 
die Vorstellung angesehen werden, daB auch bei der Citronensdaure- 
garung der Weg tiber Alkohol—Essigséure verlauft. 

Ferner habe ich auch stets die Méglichkeit beriicksichtigt, daB ,,aus 
Essigsiure zunachst Zucker gebildet und dieser erst zu Citronenséure ab- 
gebaut wird‘‘’, da es uns vielfach gelang, bei der Einwirkung von Pilzdecken 
auf Essigsiure sowie Alkohol reduzierende Substanzen nachzuweisen. 
Da nun Wetzel 4 im Rahmen einer Diskussion iiber die bisherigen Ergebnisse 
und Vorstellungen iiber die Saurebildungsvorginge sogar meint, daB dieser 
Befund ,,eine derartige Antithese zur herrschenden Ansicht zu rechtfertigen* 
scheine, méchte ich auf diese Frage noch kurz eingehen. In der voran- 
stehenden Arbeit haben wir mit der Aufklérung des erwaihnten Befundes 
begonnen und es zeigte sich dabei, da8 ein in quantitativer Hinsicht ganz 
grundsatzlicher Unterschied im Verhalten der Pilzdecken in alkalischer 
bzw. saurer Lésung besteht, indem im zweiten Falle vor allem Assimilation 
der dargebotenen Siuren unter Bildung reduzierender Substanzen und 
erheblichem Anstieg des Mycelgewichtes stattfindet, wahrend dieser ProzeB 
in neutralem oder alkalischem Medium nur in sehr geringfiigigem Ausmah 
vor sich geht. Bereits die bisher vorliegenden Ergebnisse machen es daher 
wahrscheinlich, da auch diesem Einwand gegeniiber der Annahme von 
Alkohol—Essigsaure als Zwischenprodukten der Citronensaurebildung alsbald 
der Boden entzogen sein diirfte. Der endgiiltige Beweis fiir den Chemismus 


! Butkewitsch u. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 302, 1929. — ? Die- 
selben, ebenda 219, 103, 1930. — * Bernhauer u. Siebenduger, ebenda 240, 


234 (Punkt 4), 1931. — 4 Ergebn. d. Biol. 10, 468, 1934. 
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der Sauregirungen wird allerdings erst durch Versuche iiber die Um- 
wandlung von Alkohol und Essigsiure mittels Enzympraparaten oder unter 
Versuchsbedingungen, die lediglich die betreffenden Fermentsysteme zur 
Wirkung kommen lassen, zu erbringen sein, worauf ich bereits des éfteren 
hingewiesen habe. 

Zusammenfassend méchte ich im Hinblick auf die Deutung der 
Befunde tiber die Umwandlung von Alkohol und Essigsdure in Citronen- 
saure folgendes bemerken: 

1. Citronenséurebildung durch Pilzdecken in Abwesenheit von 
Saurebindungsmitteln findet (die prinzipielle Beféhigung der be- 
treffenden Pilze vorausgesetzt) in erheblichem AusmaB nur dann statt, 
wenn gréBere Mengen Zucker anwesend sind; sonst wird der Zucker 
insbesondere assimiliert unter Vermehrung der Leibessubstanz, und 
zwar unter Wachstum im AusmaBe der sonstigen vorhandenen Nahr- 
stoffe (insbesondere Stickstoff) sowie Bildung von Reservestoffen. 

2. In grundsatzlich gleicher Weise werden auBer Zucker auch andere 
organische Substanzen verarbeitet. Da nun gerade die fiir die Auf- 
klarung der Saurebildungsvorgange wichtigsten Substanzen entweder 
in héheren Konzentrationen (Alkohol) oder in freiem Zustande (Kssig- 
sdure) nicht vertragen werden, kann ein Studium der Saurebildung 
aus diesen nur in neutralem oder alkalischem Medium vorgenommen 
werden. 

3. In Gegenwart von Saurebindungsmitteln (also bei neutraler 
und insbesondere bei alkalischer Reaktion) zeigt der Pilz die Tendenz, 
dieselben unter Bildung von Saéuren aus den dargebotenen C-Quellen 
zu neutralisieren. In der Hauptmenge entsteht dabei Oxalsdiure (so 
gut wie aus allen organischen Stoffen). Sind die unter diesen Bedingungen 
dargebotenen C-Verbindungen jedoch auch zur Citronensaurebildung 
geeignet, so wird in wechselndem Ausma® auch diese gebildet: das 
Ausmab dieses Vorganges ist zweifellos von der jeweiligen Wirksamkeit 
des betreffenden Enzymsystems abhangig, an dem sich der Proze 
der Citronenséurebildung abspielt. Hierfiir ist daher einerseits die 
Qualitat des betreffenden Pilzes und andererseits die Art der Mycel- 
entwicklung maBgebend. Ein Teil der dargebotenen C-Verbindungen 
wird dabei stets bis zu CO, abgebaut. 

4. In alkalischem Medium findet Assimilation von C-Verbindungen 
nur in sehr geringfiigigem AusmaB statt, das Mycelgewicht bleibt daher 
entweder unverandert oder nimmt ab. Die GréBe dieser Mycelgewichts- 
abnahme betragt fast stets nur einen Bruchteil des AusmaBes der 
Saurebildung. Die eventuelle Saurebildung aus Reservestoffen des 
Mycels kann daher auch nur einen geringfiigigen Anteil an der Gesamt- 
siurebildung in der Versuchslésung haben. Zu beriicksichtigen ist dabei, 
daB dieser (bisher noch nicht bewiesene) Anteil sinngemaB sowohl auf 
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die Menge der Oxalséure wie Citronensaure usw. verteilt werden muBbte. 
Andererseits deutet die geringfiigige Assimilation von C-Verbindungen 
in alkalischem Medium darauf hin, daB die Annahme einer Saure- 
bildung aus den dargebotenen C-Verbindungen auf dem Wege iiber 
Kohlenhydrate unwahrscheinlich ist, sondern daB vielmehr ein direkter 
Umwandlungsvorgang stattfinden dirfte. Man gelangt daher zur 
Anschauung, daB auch die Citronensaure ebenso wie die Oxalsaure 
und die sonstigen im Pilzstoffwechsel auftretenden hierher gehérigen 
Saéuren jedenfalls in tiberwiegendem AusmaBe auf direktem Wege 
(also nicht iiber irgendwelche Kohlenhydrate) aus Alkohol bzw. Essig- 
siure entstanden seien. 


Anhang II. Zur Frage der Oxalsiurebildung aus Ameisensiure. 
Von 


K. Bernhauer. 


In einer jiingst erschienenen! Arbeit diskutiert Butkewitsch? die Befunde 
iiber die Bildung von Oxalséure aus ameisensauren Salzen*® und glaubt die 
aus diesen Versuchen gezogene SchluBfolgerung, daB Oxalséiure durch 
Dehydrierung von Ameisenséiure entstehen kénne, ablehnen zu miissen. 
Der Autor meint vielmehr, daB ,,die fordernde Wirkung von ameisensaurem 
Salz auf die Anhaufung von Oxalsaure in den Pilzkulturen sich an die beim 
Verbrauch der Ameisensaure frei werdende Base kniipfen laBt, die die aus 
den Mycelsubstanzen entstehende Oxalséiure binden kann‘. Butkewitsch 
sucht seine Anschauung dadurch zu stiitzen, daB gemaB Versuchen von 
Ritter* Pilzdecken, die auf eine 0,2%ige Lésung von Natriumcarbonat 
iibertragen werden, innerhalb 5 Tagen bei taglichem Wechsel der Lésung 
insgesamt 0,503 g Oxalsaiure bilden, wobei das Trockengewicht der Decke 
zum SchluB des Versuchs 0,8 g betrug. Dagegen halt es Butkewitsch fiir 
sicher bewiesen, daB bei der Einwirkung von Pilzdecken auf Salze der 
Essig-, Bernstein- und Weinsdure sich diese ,,als Material fiir die Bildung 
von Oxalsaéure tatsachlich beteiligen’‘, indem die Menge der angehauften 
Oxalsiure in diesen Fallen ,,das Gewicht der verwendeten Pilzdecken oder 
mindestens ihren Gewichtsverlust bedeutend iibersteigen kann.** 

Die Einwendungen von Butkewitsch gegeniiber der Deutung der Befunde 
iiber die Bildung von Oxalsiure auf Lésungen ameisensaurer Salze ent- 
behren nun jeglicher Grundlage, indem aus den voranstehend mitgeteilten 
Versuchen (vgl. Tabelle IV) mit aller Deutlichkeit ersichtlich ist, daB auch 
in diesem Falle (wie bei anderen Saéuren) die Menge der gebildeten Oxalsaure 
das Gewicht des Mycels stets, und zwar manchmal sogar sehr betrachtlich 
iibersteigt. Die Menge der Oxalsiure betrug dabei 103 bis 160% des 
Mycelgewichtes. Zum Vergleich seien auch noch die Werte fiir die anderen 
untersuchten Sauren (vgl. Tabelle IIT) angefiihrt: bei Essigsaéure 115 bis 


! Und zwar erschienen, nachdem sich das iibrige Manuskript der vor- 


liegenden Arbeit bereits im Druck befand. — ? Diese Zeitschr. 272, 371, 
1934. — ° Chrzaszcz u. Zakomorny, ebenda 263, 105, 1933; Bernhauer u. 
Slanina, ebenda 264, 109, 1933. — 4 Ritter, Materialien zur Physiologie der 


Schimmelpilze 1916 (russisch). 


sonic ic 


+ cael 














Chemismus usw. bei Schimmelpilzen. X1. Lil 


323 °,, bei Bernsteinséiure 113 bis 250°,, bei Fumarsaure 103 bis 280°, 
bei Glykolséure 98 bis 341%. Man vergleiche auch die aus diesen Sauren 
erhaltenen Oxalsiurewerte am vierten Tage mit den nach der gleichen Zeit 
aus Ameisenséiure erhaltenen, woraus die ganz gleiche GréBenordnung 
ersichtlich ist; bereits in diesem Zeitpunkt iibersteigt die Menge an Oxal- 
séure auch bei den Na-Formiatversuchen das Mycelgewicht stets, zum Teil 
sogar schon betrachtlich. Auf Grund dieser Befunde mu8 man wohl zur 
Anschauung gelangen, daf die Ameisensdure ehenso ein Substrat fiir dic 
Oxalsdurebildung vorstellt, wie die Essigsdure, Bernsteinsdure sowie andere 
Sduren. Ob unter den Bedingungen der vorgenommenen Versuche (also 
bei Darbietung einer verwertbaren C- Quelle) Oxalséure nebenbei innerhalb 
der Versuchsdauer auch aus Mycelstoffen entstehen mag, erscheint vorliufig 
in keiner Weise bewiesen. 

SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, da auch die Bilanzversuche 
iiber die Saurebildung unter Bestimmung der abgegebenen Kohlensaure, 
auf die Butkewitsch hinweist, keineswegs als Argumente gegen die Vor- 
stellung, daB die Oxal- und Citronensiurebildung aus Zucker iiber C,-Kérper 
fiihrt, angesehen werden kénnen, da die Ermittlung des Gewichtsverhilt- 
nisses gebildete Séure : CO, noch keinen zwingenden SchluB auf den Reak- 
tionsverlauf erméglicht, indem neben den Abbauprozessen stets auch (in 
mehr oder weniger groBem Ausma) eine Resynthese von Zucker (bzw. 
Kohlenhydraten) stattzufinden scheint und andererseits der Nachweis fehlt, 
ob Brenztraubensaéure durch Pilze nur decarboxyliert oder auch in Essig- 
siure und Ameisenséure gespalten wird. Eine geringere CO,-Menge (als 
durch irgendeine Reaktionsgleichung zu erwarten wire) und damit eine 
Erhéhung der Verhaltniszahl Saure: CO, ware daher auch auf Grund der 
erwahnten Uberlegungen erklarbar. 








Co-Fermentproblem. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 29. August 1934.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


,,Co-Ferment aus roten Pferdeblutzellen! haben wir soweit von 
Begleitstoffen befreit, daB 1/j99)mg bei der manometrischen Priifung 
einen Ausschlag von 1 cmm Sauerstoff pro Minute gibt. Die Ausbeute 
betragt 1g Substanz aus 250 Litern Pferdeblut. Das Reinigungs- 
verfahren soll spater beschrieben werden. Die manometrische Priif- 
anordnung ist in Abschnitt 1 erlautert. 


Wir haben Grund zu der Annahme, daB der gréBere Teil unserer Sub- 
stanz, die aus einem Gemisch organischer Phosphorsaureester besteht, 
,, Verunreinigung* ist. Kocht man die Substanz mit verdiinnter Saure, 
so erhalt man, wie bei der Saurespaltung des Huler-Myrbdckschen 
Co-Ferments?, viel Adenin. Nach Entfernung des Adenins sind in der 
Spaltungsfliissigkeit noch mehrere Basen, von denen wir zwei tiber die 
Pikrolonate als kristallinische Chlorhydrate isoliert haben. 

Da das Co-Ferment noch nicht in reinem Zustande gewonnen ist, 
kann man tuber seine Zusammensetzung und seine Eigenschaften nur 
auf Umwegen AufschluB erhalten. So kann man Co-Fermentpraparate 
von verschiedener Wirkung spalten und den Gehalt an den verschiedenen 
Basen mit der Wirksamkeit der Praparate vergleichen (Abschnitt 5). 
Oder man kann untersuchen, wie sich die Wirkung einer Co-Ferment- 
lésung unter verschiedenen Bedingungen andert, wobei im allgemeinen 
Verunreinigungen nicht stéren (Abschnitt 3). 

Hugo Theorell? hat gemessen, wie schnell in Co-Fermentlésungen 
die Wirkung des Co-Ferments im elektrischen Felde wandert. Indem 
er dabei die Wasserstoffionenkonzentration variierte, konnte er die 
Dissoziationskonstanten des Co-Ferments berechnen und zeigen, da 
das Co-Ferment keine freie Aminogruppe enthalt. 

1O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 266, 377, 1933, ins- 
besondere 8.408. Das ,,Co-Ferment‘s der vorliegenden Arbeit ist ,,Co- 
Ferment I‘ der Arbeit von 1933. Das dort gleichfalls beschriebene ,,Co- 
Ferment II‘ ist, wie E. Negelein gefunden hat, ein Gemisch von Co-Ferment I 
und Glutathion. —- * K. Myrbdck, Co-Zymase. Ergebnisse der Enzym- 
forschung, II (Leipzig 1933). — * Hugo Theorell, Die Naturwissenschaften 
22, 290, 1934. 
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1. Messung der Co-Fermentwirkung. 

Wir messen die Co-Fermentwirkung! (vgl. die Abbildung) unter 
Bedingungen, unter denen die Wirkung (Oxydation der Hexosemono- 
phosphorsaure durch Sauerstoff) nahezu der Konzentration des Co- 
Ferments proportional ist. Die iibrigen zur Reaktion notwendigen 
Stoffe sind dabei im ,,UberschuB“. Blausaiure geben wir bei der Wir- 
kungsmessung hinzu, um die katalatische Riickentwicklung von Wasser- 
stoffperoxyd! nach Méglichkeit zu hemmen. 

















80 
Abb. 1. 99 
Im Hauptraum: leem Zwischenfermentlisung Qgen ee ey saa 
aus Hefe. 2cem Co-Fermentlisung. 0,2 ecm 60 te kts me Prap. - 
0,3 mol. hexosemonophosphorsaures Kalium. 
0,2cem n/25 KCN. In der Birne: 0,2¢cem einer PT a T 
Lisung des gelben Ferments (= 0,0025 mg a ae eee ee Wena 
gelber Farbstoff). Im Einsatz: 0,2 cem 10°/, ige 5 7 
Kalilauge. Im Gasraum: Sauerstoff. Temperatur: | aR ay i s 
38°. — Zur Zeit == 0 wurde das gelbe Ferment yee _ 
aus der Birne in den Hauptraum gegeben. 
Gefib I enthielt 0.00125 mg, Gefab II enthielt 10 + +5 
0,0025 mg Co-Fermentpriparat. goonies mg Kolerm-Prap. 
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In dem Priifsystem ist noch undefiniert das ,,Zwischenferment*. 
Da das Zwischenferment im UberschuB ist, so machen Schwankungen 
im Fermentgehalt der Zwischenfermentlésungen, wie sie trotz Ein- 
haltung der Vorschrift? vorkommen kénnen, nicht viel aus. Kommt 
es nur auf einen Vergleich von Co-Fermentpraparaten im Gange von 
praparativen Arbeiten an, so miBt man jedes neue Praparat gegen ein 
Standardpraparat mit derselben Zwischenfermentlésung. 

In dem Versuch, der in der Abbildung wiedergegeben ist, bewirkt 
‘10909 Mg Co-Fermentpraparat die Absorption von etwa 1 cmm Sauer- 
stoff pro Minute. Praparate dieser Wirksamkeit dienten fiir die im 
folgenden beschriebenen Versuche. 


2. ,,Zerstérungskonstanten®, 

Da die Geschwindigkeit, mit der das Co-Ferment durch Wasser 
oder durch Siuren oder Alkalien zerstért wird, im allgemeinen pro- 
portional seiner Konzentration ist, so kann man Geschwindigkeits- 
konstanten der Zerstérung (,,Zerst6rungskonstanten“) berechnen, die 
fiir die Identifizierung des Co-Ferments niitzlich sind. 

Die Zerstérung wird aus der Abnahme der Wirkung gefunden. 
Fallt unter irgendeinem EinfluB die Wirkung des Co-Ferments, die 


10. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 266, 377, 1933, ins- 
besondere S. 394. — ? Dieselhben, ebenda 266, 377, 1933, insbesondere 
8S. 410. 
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immer nach Abschnitt 1 gemessen wird, in der Zeit t von Wy auf W, so 


ist die Zerstérungskonstante 


k= 


1 
t 


W 
. In init . 


W 


Wir fanden fiir Co-Fermentpraparate aus roten Pferdeblutzellen 


(Konzentration 1 mg Praparat pro ccm): 





Camgaeet. | na (dn 
{Minuten} [ iaimuren | 
In Wasser von 100°. ...... 10 0,069 
In n/10 Schwefelsaure von 100°. 7,é 0,095 
In n/10 Natronlauge von 23° . 12 0,057 








Co-Ferment, aus Pferdeherz dargestellt, wurde durch n/10 Natron- 
lauge mit der gleichen Geschwindigkeit zerstért, wie Co-Ferment aus 
roten Pferdeblutzellen (k = 0,057 bei 23°), woraus wir schlieBen, dab 
beide Co-Fermente chemisch identisch sind. 


3. Fluoreszenz von Co-Fermentpriparaten. 


Co-Fermentpraparate, aus roten Pferdeblutzellen dargestellt, flu- 
oreszieren bei Belichtung mit der Quecksilberlinie 366 mu: in saurer 
Lésung blau, in alkalischer Lésung gelbgriin. Co-Fermentpraparate, 
aus Pferdeherzen dargestellt, fluoreszieren unter den gleichen Be- 
dingungen, bei Konzentrationen gleicher Wirkung, nicht. Da nach 
dem Vorhergehenden die wirksame Substanz in beiden Praparaten 
die gleiche ist, so riihrt die Fluoreszenz der Co-Fermentpraparate 
aus Blutzellen nicht von dem Co-Ferment, sondern von Verunreini- 
den Kataphoresever- 


Dieses Ergebnis stimmt zu 


H. Theorell'. 


gungen her. 


suchen von 


1s 


4. Beziehung zum Co-Ferment der Girung. 


Lebedew-Saft aus Unterhefe (Brauerei Schultheiss-Patzenhofer) 
wurde bei 15° solange (etwa 4 Stunden) der Elektrodialyse unterworfen, 
bis zugesetzte Glucose nicht mehr vergoren wurde. Kochsaft von 
frischem Lebedew-Saft (15 Minuten, 100°), dem elektrodialysierten Saft 
zugefiigt, stellte die Garfahigkeit wieder her (Hardenscher Versuch), 
nicht aber Co-Ferment aus roten Blutzellen, z. B.: 


! Hugo Theorell, Die Naturwissenschaften 22, 290, 1934. 
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Nach Zusatz 
von 20 mg Glucose und 
20 Min. Angirung emm 
Girungs-CO., bei 20° 
in 10 Min. entwickelt 


1eem Saft, dialysiert -0,5cem Wasser... ..... 0 

» + ” +05. Moohesit ...<.6 5 490 
a ¥ pe +05 , Wasser + 2mg Co-Fer- 

TOGRUUREDONEO 5 fo 25 ee rh ee a end eee cea 2 
lcem Saft, dialysiert + 0,5cem Wasser + 2 mg Co-Ferment- 

praparat + 0,1 ccm m/2 Phosphat, py 68 ..... . 0) 


2mg Co-Fermentpraparat, die hier ohne Wirkung waren, sind 
das rund 2000fache der im Oxydationsversuch (Abschnitt 1) wirksamen 
Menge. Der Hefekochsaft, im Oxydationsversuch nach Abschnitt 1 
geprift, enthielt an ,,Atmungs-Co-Ferment™ nur eine Menge, die 
0,003 mg unseres Co-Fermentpraparates aquivalent war. Offenbar 
kann das Co-Ferment aus roten Blutzellen die Wirkung des Hefe- 
kochsaftes nicht ersetzen, weder ohne noch mit Phosphat. 


Unwirksam war das Co-Ferment aus roten Blutzellen auch in der 
Prifanordnung von Euler und Myrbdck', die an Stelle des dialysierten 
Saftes ausgewaschene Trockenhefe verwenden. 


». Sdiurespaltung der Co-Fermentpriparate. 

Unsere Co-Fermentpraparate, die nicht kristallisieren, enthalten 
rund 10%, organisch gebundenen Phosphor und 11%, Stickstoff, haben 
also eine ahnliche Zusammensetzung, wie die aus Hefe gewonnenen 
Co-Fermentpraparate von v. Euler und Myrbdck!. Sie sind Gemische 
verschiedenartiger Phosphorsdureester und liefern, wie die Co-Ferment- 
praparate von v. Euler und Myrbdck, bei der Saurehydrolyse viel 
Adenin. Etwa 70°, des gesamten Stickstoffs ist Adeninstickstoff. 


Hat man nach der Saurespaltung das Adenin entfernt, so enthalt 
die Mutterlauge mehrere stickstoffhaltige Basen, von denen wir zwei 
als Pikrolonate isoliert haben, die schén kristallisieren. Zersetzt man 
die Pikrolonate mit Salzsiure und entfernt die Prikrolonsdure durch 
Ausschiitteln mit Ather, so kristallisieren beim Eindampfen der salz- 
sauren Lésung die Chlorhydrate der Basen. Wir unterscheiden die 
beiden Basen als Base I und II. 

Base I. Aus 400 mg Co-Fermentpraparat (100 Liter Pferdeblut) erhalt 
man 42 mg Pikrolonat, das aus abs. Alkohol umkristallisiert wird. Es fallt 
aus Alkohol in langen Nadeln, die bei schnellem Erhitzen bei 216° (unkorr.) 
unter Zersetzung schmelzen. 

1K. Myrbdck, Co-Zymase. Ergebnisse der Enzymforschung 2, 139. 
Leipzig 1933. 

g* 
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Analyse (W. Liittgens): 

4,272 mg: 7,773 mg CO,, 1,688 mg H,O, C: 49,629, H: 4,42. 
4,011 ,, 7,247 ,, CO,, 1,520 ,, H,O, C: 49,28%, H: 4,24%. 
4,369 ,, 0,772ccem N (757 mm, 28°), N: 20,31 %. 

4,633 ,, 0,820 ,, N (758 ,, 22,5°), N: 20,39%. 

Base lI. Aus 400mg Co-Fermentpraparat (100 Liter Pferdeblut) 
erhalt man 23 mg Pikrolonat, das aus Wasser umkristallisiert wird. Es 
fallt aus Wasser in verfilzten Nadeln, die bei schnellem Erhitzen bei 278° 
(unkorr.) unter Zersetzung schmelzen. 

Analyse (W. Liittgens): 

4,094 mg: 7,702 mg CO,, 1,595 mg H,O, C: 51,31%, H: 4,36%. 
3,955 ,, 0,662 ccm N (757mm, 23°), N: 19,3%. 

Bestimmt man in Co-Fermentpraparaten verschiedener Wirksam- 
keit das Adenin und die Basen I und II, so findet man in den wirk- 
sameren Priparaten mehr von der Base I. Adenin haben wir in Pra- 
paraten, deren Wirksamkeit sich um das Sechsfache unterschied, 
nahezu gleichviel gefunden, Base IT nahm ab, wenn die Wirksamkeit 


stieg. 

















Uber das Schicksal der Pflanzensterine im Tierorganismus. 
I. Mitteilung: 
Von 
H. Dam und Ulrik Starup. 


(Aus dem biochemischen und dem medizinisch-physiologischen Institut 
der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 2. September 1934.) 


Die Bedeutung der Pflanzensterine fiir den Tierorganismus ist in 
letzter Zeit vor allem von Schénheimer und Mitarbeitern (4) untersucht 
worden. Das Ergebnis dieser Untersuchungen (die sich hauptsachlich 
mit Sitosterin befaBten) war, daBb die Pflanzensterine im Gegensatz zu 
Cholesterin entweder gar nicht oder jedenfalls nur in geringem Aus- 
maBe vom Darm aus resorbiert werden. Unter der Haut deponiertes 
Sitosterin wurde, ebenfalls im Gegensatz zu Cholesterin, nicht ver- 
estert. 

Um das Schicksal in das Blut eingefiihrter Pflanzensterine kennen- 
zulernen, haben wir eine Reihe von Versuchen angestellt, in welcher 
kolloidale Emulsionen von in ©] geléstem Pflanzensterin (ein vor- 
wiegend aus Sitosterinen *bestehendes Gemisch) intravenés injiziert 
wurden. Zu verschiedenen Zeiten nach der Injektion wurde dann 
das Sterin der Leber, Lunge und des Hirns nach dem altbekannten 
Verfahren der Schmelzpunktsbestimmung des mehrmals umkristalli- 
sierten Acetats (1) auf Pflanzensterin gepriift. 

Mehrere Tiere starben kurz nach der ersten Injektion, in anderen 
Fallen konnte man aber (beim Kaninchen) im Laufe von einigen Tagen 
ungefahr 0,6 g Phytosterin durch die Ohrvene einfiihren, ohne das Tier 
zu schadigen. Kurz nach der letzten Injektion lieB sich das Phytosterin 
in der Leber und Lunge einwandfrei nachweisen (Schmp. des umkristalli- 
sierten Acetats aus der Leber tiber 123°, aus der Lunge iiber 129°), 
wahrend auf diese Weise im Gehirn nur Cholesterin gefunden werden 
konnte (Schmp. 114,5 bis 115,5°). 


Es lieB sich ferner feststellen, daB das in der Leber und den Lungen 
abgelagerte Phytosterin in freier Form vorhanden war, wahrend die 
Esterfraktion nur Cholesterin enthielt. (In einem Falle war die Ester- 
fraktion der Lungen so klein, ungefihr 1 mg, da eine Phytosterin- 
acetatprobe nicht ausgefiihrt werden konnte, was aber mit der Annahme, 
daB héchstens Spuren von Phytosterin verestert werden, vdllig im 
Einklang steht.) 
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1 Monat nach der letzten Injektion konnte in der Leber und Lunge 
des Kaninchens kein Phytosterin nachgewiesen werden. Daraus ]aBt 
sich folgern, daB das eingebrachte Phytosterin entweder umgebildet oder 
ausgeschieden worden ist!. Eine dritte Méglichkeit: Abtransport nach 
anderen Organen, scheidet aus, denn Versuche mit Ratten, wo das 
Sterin des gesamten Koérpers auf Phytosterin gepriift wurde, haben 
ergeben, daB das Phytosterin nach einiger Zeit tiberhaupt nicht (bzw. 
nur in kleinsten Spuren) zu finden ist. 

DaB eine betrachtliche Phytosterinablagerung in der Leber statt- 
gefunden haben mu, geht daraus hervor, daB Page und Menschick (3) 
bei drei normal ernahrten Kaninchen von 1,9, 3,2 und 2,0 kg Gewicht 
194, 224 und 153 mg Gesamtsterin in der Leber gefunden haben, waihrend 
wir bei drei: Kaninchen, die kurz nach den Injektionen gestorben waren, 
viel héhere Zahlen (ungefahr das Doppelte) fanden. Ein Kaninchen, 
das 1 Monat nach der letzten Injektion getétet wurde, zeigte dagegen 
einen Lebersteringehalt innerhalb der von Page und Menschick an- 
gegebenen Grenzen. 

Dasselbe gilt unzweifelhaft auch fiir die Phytosterinablagerung in 
der Lunge; bei einem normalen Kaninchen (2,3 kg) fanden wir 32,7 mg 
Gesamtsterin in der Lunge; die drei mit Phytosterin  injizierten 
Kaninchen, die schnell starben, hatten einige 90 mg, wahrend das 
Kaninchen, das 1 Monat nach der Injektion lebte, nur 51 mg Lungen- 
sterin hatte. 4 

Nach Verfiitterung von Phytosterin in Butterfett an zwei Ratten 
(je 0,6g Phytosterin im Laufe von 11 Tagen) war der Schmp. des dreimal 
umkristallisierten Sterinacetats vom ganzen Koérper (ohne Fell, Kopf, 
Schwanz, Beine und Verdauungstractus) 118,5 bis 119 bzw. 117,5 bis 118°. 
Bei einer Ratte, die keine besondere Sterinzulage bekam, und von der- 
selben (pflanzenfetthaltige) Nahrung wie die beiden vorerwahnten 
Ratten lebte, lag der Schmp. bei 115 bis 116°. 

Eine geringe Menge Phytosterin kann also vom Darm in den 
K6rper tibergehen. 

Bei zwei Kaninchen, die auf einmal 700 bzw. 600 mg Phytosterin in 
Olemulsion mit der Magensonde erhalten hatten, fanden wir bei dem einen 
Tier keine Erhéhung des Schmp. in der Leber (der Schmp. fiir die Lungen 
konnte hier nicht bestimmt werden), waihrend bei dem anderen Tier eine 


ganz kleine aber unzweifelhafte Erhéhung fiir die Leber, nicht aber fiir die 
Lungen nachgewiesen werden konnte. Ein drittes Kaninchen, das mit 


der Magensonde im Laufe von 3 Tagen 2,25 g Phytosterin in Olemulsion 
erhalten hatte, zeigte keine Schmelzpunktserhéhung des Sterinacetats 


der Leber. 


1 Mit der weiteren Untersuchung dieser Frage sind wir zur Zeit be- 
schaftigt. 
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Versuche mit Sterineingabe per os. 





= - Schmelzpunkt 
Tier Eingabe Getitet Organ des Acetats 
vom Gesamtsterin 


Kaninchen 700mg Phytosterin’ 7Std. nach der Leber 113,5—114° 
3,1 kg in Ol mit Tauro- Verabreichung 
cholsaure emul- 
giert, mit Sonde | 


Kaninchen 600 mg Phytosterin | 24Std. nach der Lungen 112,5—114° 
18kg in Ol mit Tauro- Verabreichung Leber 117 —117,5° 
cholsiure emul- 
giert, mit Sonde | 


Kaninchen 2,25 g Phytosterin in | starbinderNacht | Leber 113,5—114,5° 
2,0 kg Ol mit Taurochol- nach d. letzten | 
siure emulgiert, EKingabe 
mit Sonde 
latte 550mg Phytosterin 24Std. nach der * 118,5—119° 
210¢ in Butterfett ge- letzten Fiitte- 
lost, mit der Nah- rung 
rung 
Ratte 550 mg wie oben wie oben . 117,5—118° 
295 ¢ | | 


* Der ganze Kirper ohne Fell Kopf, Schwanz, Beine und Verdauungstractus, 


Im Vergleich mit den sehr betrachtlichen Schmelzpunktserh6hungen 
nach intravenéser Injektion deuten diejenigen, die nach peroraler 
Eingabe gefunden werden konnten, jedoch darauf hin, da“ die 
Phytosterinmenge, die das Darmepithel passiert, nur ganz gering 
sein kann. 

Experimentelles. 


Bereitung der Sterinfett- bzw. -6lemulsionen: Ungefihr 45g Sterin- 
Erdnu86l- bzw. -Butterfettlébsung (3%ig) wurden mit Hilfe eimer Emul- 
gierungsmaschine in 300 g Wasser mit 0,5% Gelatine und 0,1°% NaHCO, 
fein verteilt. 

Bereitung der Sterin-Lecithinemulsionen: Das Sterin wurde zusammen 
mit der doppelten Menge Lecithin in Atherlésung gebracht. Nach Ab- 
dampfung des Athers bei Zimmertemperatur wurde der Riickstand mit 
33 Teilen Wasser in der Reibschale verriihrt. 

Die Injektionen erfolgten bei den Kaninchen durch die Ohrvene in 
Tagesdosen von 20 ccm (die Injektion mu8 ungefiahr '/, Stunde dauern), 
bei den Ratten durch die Venen des Schwanzes und der Femur — Tages- 
dosis 2 bis 3cem — im Laufe von 5 Minuten. 

Die Aufarbeitung der getéteten Tiere geschah in den Fallen, wo nur 
das Gesamtsterin untersucht wurde, durch mehrstiindiges Kochen auf dem 
Wasserbad mit 60% KOH, Ausathern und nochmaliges Verseifen auf dem 
Wasserbad mit methylalkoholischer KOH, Auséthern, Waschen und Ein- 
dampfen in bekannter Weise, wonach das Unverseifbare nach dem friiher 
zitierten Verfahren acetyliert und wenigstens dreimal umkristallisiert 
wurde. In den Fillen, wo das freie und gebundene Sterin auf Phytosterin 
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gepriift wurde, geschah die Aufarbeitung mit 2°, NaOH nach Fe. (2). 
Die Digitonide wurden dann direkt zur Acetylierung herangezogen. Wo 
nur kleine Digitonidmengen erhalten werden konnten, geschah das Um- 
lésen in Zentrifugenglasern unter Kiihlung in Kaltemischung und ab- 
zentrifugieren der Kristalle; auf diese Weise konnten noch 5 mg acetyliert 
und dreimal umkristallisiert werden. Samtliche Bestimmungen von Sterin 
erfolgten nach der Digitoninmethode. 


Zusammenfassung. 

1. Nach intravenéser Injektion von Phytosterin (einem haupt- 
sichlich aus Sitosterin bestehenden Praparat) in Form einer emulgierten 
Phytosterin-Ollésung, lieB sich das Phytosterin durch bedeutende 
Erhéhung des Schmelzpunktes des Sterinacetats in der Leber und 
Lunge, nicht aber im Hirn des Kaninchens nachweisen. 2. Das in der 
Leber und Lunge abgelagerte Phytosterin wurde nicht verestert. 
3. Langere Zeit nach der Injektion ist das eingefiihrte Phytosterin 
verschwunden bzw. auf eine Spur reduziert. 4. Versuche mit Ratten, 
bei welchen das Gesamtsterin des Kérpers auf Phytosterin gepriift 
wurde, haben gezeigt, daB das Verschwinden nicht auf einem Abtransport 
nach anderen Organen beruhen kann. 5. Per os verabreichtes Phytosterin 
rief bei der Ratte eine kleine aber sichere Erh6hung des Schmelzpunktes 
des Acetats der K6rpersterine hervor. Beim Kaninchen wurde unter 
aihnlichen Verhaltnissen in einem Falle eine geringe Erhéhung des 
Acetatschmelzpunktes festgestellt, waihrend in zwei anderen Fallen 
der Schmelzpunkt nicht anstieg. 


Literatur. 


1) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. 1, Teil 6, 485 
u. 489, 1925. — 2) Fex, diese Zeitschr. 104, 82, 1920. — 3) Page u. Menschick, 
J. of biol. Chem. 97, 361, 1932. — 4) Schénheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
180, 1, 1929. 








Uber die Wirkung des Thyroxins und Thyreoidins auf den 
Lipoid- und Fettstoffwechsel. 
Von 
Lydia Pasternak und Irvine H. Page. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen. ) 


(Eingegangen am 23. August 1934.) 


In Fortsetzung unserer Untersuchungen tuber den EinfluB ver- 
schiedener Hormone auf den Fett- und Lipoidstoffwechsel (1) berichten 
wir hier iiber Resultate, die wir nach ein- oder mehrmaliger Einverleibung 
von Schilddriisensubstanzen an Kaninchen und Ratten erhalten haben. 
Wenn es auch eine langst bekannte Tatsache war, daB klinischer oder 
experimenteller Hyperthyreoidismus stets von Abmagerung und Fett- 
schwund begleitet werden, so tauchte die Frage nach den naheren 
Beziehungen zwischen Schilddriise und Fettstoffwechsel erst vor 
einigen Jahren auf, und es gibt verhaltnismaBig wenig Arbeiten, die 
sich mit diesem Thema befassen!. 


Von Wichtigkeit sind fiir uns in erster Linie die Untersuchungen von 
Abelin und Kiirsteiner (2), von Reed und Mitarbeitern (3), von Stockheim (4), 
und von Artom (5). Abelin und Kiirsteiner fanden bei Ratten nach Schild- 
driisenverfiitterung in den Lungen und in der Leber groBe Fettverluste, 
am starksten wurde die Muskulatur betroffen (bis zu 70° Fettabnahme). 
Reed, Anderson und Mendel sahen bei Ratten nach Thyroxinfiitterung 
Senkung der Fettreserven auf die Halfte der Anfangswerte, wobei die 
Jodzahl des Depotfettes héher wurde. Stockheim fand bei mit Thyroxin 
behandelten Hunden in der Leber eine Abnahme des relativen Gewichtes, 
und, des Trockengewichtes, Hintanhaltung der Fettinfiltration trotz Gly- 
kogenschwund; im Muskel fand er, im Gegensatz zu Abelin, keine Fett- 
abnahme, eher Fettvermehrung, Erhéhung des Wassergehaltes und keine 
Anderung des Glykogenbestandes. Artom beobachtete bei thyreoidekto- 
mierten Tieren (Hunden, Kaninchen und Meerschweinchen) Erhéhung 
der Cholesterinwerte und Gesamtfettverluste in der Leber, die sich aus 
einer starken Einschmelzung der Phosphatidwerte und relativ gleich- 
bleibenden bzw. schwach erhéhten Werten fiir Neutralfett summierten. 
Es waren vielleicht noch die Arbeiten von Raab (6), Abderhalden und Wert- 
heimer (7), Miihlbock und Kaufmann (8), Omura (9), Sakai (10), Leites (11), 
Parhon und Mitarbeiter (12), Levy (13), Westra und Kunde (14), Fried- 
land (15), Turner (16) u.a. in diesem Zusammenhang zu nennen. 


1 Eine Zusammenstellung der wichtigsten Tatsachen und der Literatur 
findet man im ,,Handbuch der normalen und pathologischen Physiologie 
16, 1, in ,, Physiologie der Schilddriise** von Abe/in, Berlin, Verlag Jul. Springer, 
1930, und in P. Trendelenburg : ,,Die Hormone, ihre Physiologie und Pharma- 
kologie** 2, Berlin, Verlag Jul. Springer, 1934. 
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I. Kaninchenversuche. 


Anfangs fiihrten wir die Versuche an Kaninchen aus, da Vergleichs- 
material zum Teil aus unseren friiheren Arbeiten bereits vorhanden war. 
Die Tiere bekamen subcutan 0,6 bis 1,0 mg Thyroxin- Roche ein- bis dreimal 
in der Woche (die Firma Hoffmann-La Roche stellte uns in dankenswerter 
Weise das nétige Material kostenlos zur Verfiigung) und wurden 12 bis 
48 Stunden nach der letzten Injektion durch Nackenschlag getétet. Die 
Versuche erstreckten sich iiber 2 bis 8 Wochen, nur ein Kaninchen (Nr. 564), 
das eine einmalige Injektion von 1,0 mg Thyroxin erhalten hatte, wurde 
8 Stunden spiter am gleichen Tage getétet. Zur Untersuchung kamen 
Blutplasma (am Anfang und Ende des Versuchs), Leber, Gehirn, Herz 
und Muskel (M. gluteus maximus); es wurden die Werte fiir Gesamtfett, 
Gesamtfettsauren, Cholesterin und Phosphatide in mg pro 100g Nab- 
gewebe bzw. pro 100 ccm Plasma, nach Bloor (17) und die Jodzahl des 
Gesamtfettes nach Rosenmund-Kuhnhenn (18) in unserer Modifikation, 
bestimmt; auBerdem ermittelten wir bei allen Organen das Trockengewicht 
(durch Erhitzen im Trockenschrank auf 105° bis zur Gewichtskonstanz), 
und bei Leber das absolute und relative Gewicht; die Einzelheiten der 
Methodik sind in unseren friiheren Arbeiten zu finden (19). 


Tabelle I. Plasma am Anfang und Ende des Versuchs 
(mit Thyroxin behandelte Kaninchen). 





Gesamt- 


Jodze 
menge des Versuchs- Chee. nie oe 
Nr. injizierten dauer Gesamtfett Fettsiuren sterin tide Gesamt- 
Thyroxins in Tagen . fettes 
in mg 
ee 279 231 48 50 75 
564 1,0 . 254 218 36 40 85 
P e 177 160 17 69 90 
50 r g é ; 7 
508 4,8 16 129 116 13 45 98 
Ero > 210 185 25 50 66 
o 2 2 
oue 6,9 21 154 129 25 32 94 
P Pa cd 246 216 30 4? 96 
509 9 2g rp a Pi a 
; : , 227 191 36 76 81 
Pe ny 236 205 31 33 L05 
556 7.8 30 131 106 D5 39 102 
— sind 338 313 25 60 75 
550 8 30 2 > a 
as , ; 151 131 2) 40 85 
* ‘ 376 337 38 113 80 
52! 0 32 iM seis ak rion es 
= % 3 295 257 38 66 67 
ee . 369 337 32 120 90 
+ ) 
530 11,0 60 152 136 16 28 88 
. ae ; 198 163 35 85 78 
511 6,6 60 181 146 35 92 4) 
= : 267 232 35 82 75 
972 o 
218 = 10,0 60 231 192 39 106 75 
299 253 16 90) GU 
59 9 »€ - 
528 12,0 63 220 190 30 68 40 
. - 235 207 32 gO) 85 
251 «12.2 65 39 


136 113 23 69 125 
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Tabelle I zeigt die Analysenwerte fiir Kaninchenplasma vor der 
Behandlung mit Thyroxin und am SchluB des Versuchs, Tabelle II 
die stattgefundenen Anderungen in Prozent der Anfangswerte. Als 
Kontrolle haben wir aus friiheren Arbeiten in Tabelle III die An- 
derungen zusammengestellt, die im Plasma unbehandelter Kaninchen 
zwischen zwei Blutentnahmen stattfinden. Aus dieser Tabelle ersehen 
wir, da auch bei normalen Tieren, selbst innerhalb ganz kurzer Zeit, 
groBe und scheinbar unregelmaBige Schwankungen der Plasmawerte 


Tabelle LI. 


Plasmadnderungen bei thyroxinbehandelten Kaninchen 


(in Prozenten der Anfangswerte). 





Jodzahl des 


e Zeitintervall ' . ' Chole- Phospha- a 
Nr. Se, Gesamtfett | Fettsiuren —ctorin tide —— 
564 8 Stunden 9 6 — 26 20 + 13 
508 15 Tage 27 — 28 23 — 34 + 9 
558 21 25 30 0 36 + 37 
509 ian 8 - 11 + 18 17 16 
556 Oe 4 44 — 49 18 - 12 3 
550 a4; — 5d - 58 — 20 33 + 12 
529 ae — 22 — 23 0 41 16 
530 60, - 59 — 2: 50 77 —- 2 
511 60, 9 — 10 0 + 8 + 15 
278 60, 13 - 17 + 11 + 30 0 
528 63 CC, 26 — 26 34 — 24 0 
251 SD. — 43 — 45 27 23 + 47 
Mittelwerte : — 28 — 27 —14 |; — 24 + 8 


Tabelle III. 


Plasmaadnderungen bei unbehandelten Kaninchen 


(in Prozenten der Anfangswerte). 





Zeitintervall Jodzahl des 
Nr. zwischen den Gesamtfett Fettséuren a sin gs Gesamt- 

Blutentnahmen fettes 
40 11/, Stunden — 5 - 6 0 | 0 — 12 
43  % — 14 —- 10 ~ 7 + — + 16 
39 2 * — 11 — li 0 + 10 — 2 
41 2 a — 7 — 7 — 6} +138 + 7 
42 ae aS ee ee a ee oe ee 0 
38 3 nt +11 fn Be ST et ee 
525 3 . 13 | — 14 10 -~ 8 | + 6 
44 . _— - os a + 9 
534 | 48 # -~H |--+- 34 -S8 i -S8)} -i 
535 5 Tage — 27 — 28 — 19 — 32 — 9 
627 || 60 __sé=e»", — 2 — - ~~: +9 





Mittelwerte: — 10 ~ ee a Be ee 
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auftreten, so daB die, teils erheblichen, Veranderungen, die wir bei den 
thyroxinbehandelten Kaninchen (Tabelle 1 und il) vorfinden, nicht 
ohne weiteres der Thyroxinwirkung allein zuzuschreiben sind. Wenn 
man vor allem nicht die Mittelwerte, sondern die einzelnen Daten der 
Tabellen I und II vergleicht (streng genommen sind nur die drei bis 
vier letzten Kaninchen der Tabelle III als wirkliche Kontrollen zu 
verwerten, da bei den ibrigen die Zeitintervalle zwischen den Blut- 
entnahmen, im Vergleich zu denen der Thyroxintiere, zu kurz sind), 
so kann man wohl sagen, dap Thyroxin bei langdauernden Versuchen 
keinen tiefgreifenden EinfluB auf die Plasmalipoide sonst normaler 
Kaninchen zu haben scheint, wenn man auch diesem Hormon die Tendenz 
nicht absprechen kann, den Fett-Lipoidgehalt des Plasmas zu senken und 
dessen Jodzahl zu erhdhen. 


Die organanalytischen Daten sind fiir thyroxinbehandelte und 
normale Kaninchen in den Tabellen ITV und V zusammengestellt, Ta- 
belle VI zeigt nach Vergleich der Normal- und Thyroxinmittelwerte, 
die nach der Behandlung mit Thyroxin in Kaninchenorganen auf- 
getretenen Anderungen in Prozent der Normalmittelwerte. Um diese 
Anderungen richtig beurteilen zu kénnen, miissen wir beriicksichtigen, 
daB8 nur das Trockengewicht innerhalb gleicher Gruppen ziemlich 
konstant bleibt, die Fett-Lipoidwerte hingegen, auch unter gleichen 
Umstanden, individuell recht verschieden ausfallen; wir méchten 
deswegen bei diesen letzteren nur Mittelwertsanderungen tiber 5°), 
und auch die noch (bis etwa 10°.) mit Vorbehalt betrachten, und in 
Zweifelsfaillen auch die KEinzelwerte der zu vergleichenden Gruppen 
bzw. den ,,wahrscheinlichen Fehler der Differenz**! der Mittelwerte 
zu Rate ziehen. 


1 Der wahrscheinliche Fehler der Differenz e (d) ist gleich der Quadrat- 
wurzel aus der Summe der Quadrate der wahrscheinlichen Fehler der zu 
vergleichenden Gruppen, hier also der Mittelwerte: 





& (d) \ fe (ay) J? + Le (49). 


é€(u) ist die durch die Quadratwurzel der Zahl der Falle (7) dividierte 
und mit 0,6745 multiplizierte ,,stetige Abweichung* 9, die wiederum, bei 
normaler Verteilung, der mit 1,25331 multiplizierten ,,durchschnittlichen 
Abweichung vom Mittelwert*: (e) gleichzusetzen ist. Vereinfacht kann man 
also e¢(d) annaherungsweise nach folgender Formel ausrechnen: 

ee a 


ae . 


ny Ng 


e(d) = + 0,845 J 


Das MaB der Differenz ist: d + e(d); ist e(d) gréBer als d, so ist die 
Differenz ohne Bedeutung (nach F&. Martin, Lehrbuch der Anthropologie, 
8S. 66—76. Jena, Verlag von Gustav Fischer, 1914). 
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Tabelle VI. 


Organlipoidanderungen nach Thyroxin. 


(In Klammern sind die auf das Trockengewicht bezogenen Anderungen 
angegeben.) 





bat, Jod- Trok- 
Rela- Ge- zahl ken- 


Or- ives | camt- Fett- Chole- Phos- ey a 
gan ‘Ge- ; pee siuren sterin phatide yl ates 
wicht fattes 0/5 
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. | (Th-M) 
2 3,4 | 3195 | 2950 245 =» 2716 105 28,44 Normal-Mittelwerte 
2 (N-M) 
—35 0 —1 +17 | —2 +8  —3 Differenz nach Thyroxin 
(+3) | (+2) | (+20) | (+1) in % der N-M (d) 
2261 | 2105 156 | 1905 142 22,42 Th-M 
= | 2562 | 2398 | 164 | 1926 128 | 21,19 N-M 
tr | —12 | —12; —5| —1 | +11] +6 d 
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= | —9 ~—12/ 47 427/411) 441 d 
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Wir sehen zunachst bei der Leber, in Ubereinstimmung mit Stock- 
heim (4), starkes Absinken des absoluten und relativen Gewichts, 
Zunahme des Cholesterins [vg]. Sakai (10)] und der Jodzahl, und ziem- 
lich gleichbleibende Werte fiir Phosphatide, Gesamtfett und Fettsauren. 
(Wiirden wir jedoch die Werte nicht auf 100 g, sondern auf das absolute 
Lebergewicht beziehen, so hatten wir starke Verluste an Fett und 
Lipoiden — auch an Cholesterin — feststellen miissen. Beim Herzen 
steigt die Jodzahl und der Gehalt an Trockensubstanz, wogegen der 
Gesamtfett- und Fettsdiuregehalt eine Abnahme erfaihrt. Fiir das auf 
das Trockengewicht berechnete Cholesterin ist hier der wahrschein- 
liche Fehler e (d) der Differenz (d) beinahe gleich, so daB diese letztere 
statistisch unsicher ist. Die Zusammensetzung des Gehirns erleidet 
kaum eine Anderung (abgesehen von leichtem Fallen der Phosphatide), 
hingegen werden die Muskelwerte starker beeinfluBt: der Phosphatid- 
gehalt des Muskels steigt unter Thyroxin durchschnittlich um 27% 
des Normalmittelwertes; im einzelnen sind die Zunahmen z. B. fir 
Nr. 528, 529, 508, 564: 58, 60, 82, 100°; weiterhin ist ein Steigen der 


i schism 





hin tana 
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Jodzahl und eine Abnahme des Gesamtfettes und der Gesamtfett- 
siuren zu vermerken; da diese letzteren sich hauptsachlich aus den 
Fettsauren des Neutralfettes und der Phosphatide zusammensetzen 
(Cholesterinesterfettsduren diirften im Muskel kaum eine gréBere Rolle 
spielen), ergibt sich nach Abzug der vermehrten Phosphatidfettsiuren 
(die etwa 70°, des Phosphatidmolekiils ausmachen) ein Sinken der 
Neutralfett-Fettsiuren bzw. des Neutralfettes, im Durchschnitt um 
etwa 28°. (Im einzelnen waren auch hier erhebliche Abnahmen zu 
vermerken, z. B. fiir Gesamtfettsauren bis zu 39°, fiir Neutralfett 
bis zu 47°, des Normalmittelwertes.) Die Cholesterinanderung ist 
auch im Muskel unsicher, da der wahrscheinliche Fehler der Differenz 
diese letztere iibertrifft. 

Die Veranderungen, die bei Kaninchen durch Thyroxinbehandlung 
hervorgerufen werden, lassen sich wie folgt zusammenfassen : 

1. Zunahme der Muskelphosphatide im Durchschnitt von zwilf 
Versuchen um 27% (im einzelnen bis zu 100°) des Normalmittel- 
wertes. 2. Abnahme des Cesamtfett- und Fettsduregehalts in Herz 
und Muskel (hier hauptsachlich durch das starke — im Einzelfall 
bis zu 47%, betragende — Schwinden des Neutralfettes bedingt); 
andeutungsweise auch im Plasma. 3. Eindeutiges Steigen der Jodzahl 
in allen Organen und im Plasma. 4. Fallen des relativen Lebergewichts. 
5. Leichte Zunahme von H,O in Leber, Jeichte Abnahme in Herz und 
Gehirn. 6. Cholesterinzunahme in der Leber. 7. Leichte Abnahme der 
Gehirnphosphatide. 

Da nach den Untersuchungen von Abderhalden und Wertheimer (20) 
und von Abelin und Mitarbeitern (21) die Thyroxinwirkung stark von 
der Ernahrung abhangt, und Fleischfiitterung die durch Thyroxin 
hervorgerufenen Anderungen (z. B. des Grundumsatzes) verstarkt (20), 
haben wir noch eine Anzahl fleischgefiitterter Ratten, mit und ohne 
Schilddriisenbehandlung, untersucht, um die an Kaninchen gewonnenen 
Xesultate nachzupriifen, hauptsichlich um zu sehen, ob die Erhéhung 
der Muskelphosphatidwerte tatsichlich in spezifischer Weise vom 
Thyroxin hervorgerufen wird. 


II. Rattenversuche. 

Wir teilen unsere Rattenversuche in Gruppen ein, die zeitlich 
ziemlich weit anseinander liegen, und in denen die bei verschiedener 
Behandlung an Tieren verschiedener Herkunft gewonnenen Resultate 
zusammengefaBt sind. 

Die Ratten wurden durehwegs mit magerem Hackfleisch (etwa 5g 
pro Tier und Tag) und in Wasser (spater in Milch) aufgeweichten Semmeln 
gefiittert. Die Versuchsratten erhielten entweder Thyroxin (Hoffmann- 
La Roche) subeutan, oder Thyreoidin (Merck) per os (ins Fleisch eingeknetet) 


Biochemische Zeitschrift Band 274. 9 


— 





130 


L. Pasternak u. I. H. Page: 


Tabel|; 


Grupp: 











Versuchs-Nr. 


13 


14 


8 a 
bo os 
- ws 
># -8™ 
ra oo 
a@* am 
2a 58 
| = 
52 Ee 
ET: 
ak | os 

5 0,3 





Thyroxins in mg 


& 


gam Anfang und 
Ende des Versuchs 
Lebergewicht in g 


Kirpergewic 


997 :~«|:«COG,0 
ad | 
20038 | .- 
205 ad 
oa 
152 0,0 
180 ; 
169 | 0 
235 | . 
192 | “9 
| 
ll ane 
190 9,9 
185 | 60 





Mittelwerte : 


! 
| 


198 


174 | 53 
220 ia? ee 
212 ah 


| 
155 | 
130 | 
} 


245 is 
247 | 45 
180 Ss 
200 (4 
230 , 
206 6,8 


180 SS 
186 | %9 


Mittelwerte : 


Differenz der Mittelwerte in % | 
der Normalmittelwerte : 


Relatives Leber- 


gewicht in °/, des 
Kérpergewichts 


3,6 


3,6 


3,8 


3,0 





Blut 
ef = S B 2S 3 = 
b 2 a = re - R 2 
z + o = Pe cS 

an 7 

is i wh 4060 3836) 
431 | 357 74 | 277 | 110 | 3640 | 34055 
420 | 357. 63 300 105. 3267 3042 
448 368 80 313 104 2963 


400 


354 


307 


334 


90 


65 


93 


89 


81 


80 


—s 





118 


107 


120 


111 


108 


99 


97 


106 


114 


108 


+3 


3197 


3801 


3336 


3466 


3157 


3711 


4200 


4107 


3663 


3346 


4080 


2822} ‘ 


3551 


314! 


27518 - 








. 
















Tabeli; 










Wirkung des Thyroxins usw. auf den Stoffwechsel. 


131 











rupps 
Leber 
B83 é PP 
& _ an & 
of 
gaa 224 | 2988 124 | 28,38 
gag 235 | 3232 132 | 28,99 
gogo 225 | 3282 130 | 27,42 
75] 212 | 2964 139 | 27,80 
ogoof 375 2092 127 | 28,04 
355i) 200 | 3369 129 29,02 
3144 187 2878 107 27,67 
q j 
goo4p 244 | 2972 | 127 | 28,20 
Vea ‘ | } 
9g5o 205 | 2308 120 | 27,87 
g4o() 291 | 3281} 147 | 29,29 
| 
400 191 | 2820} 111 | 28,75 
om ee ee oe 
37914323 | 8096 117 | 28.14 
3364308 | 2586 | 116 | 29,10 
| | | 
| 
ayo4217 | 2751) 131 | 29,82 
ma | | 
sgqf273 3091) 136 | 30,34 
3499258 | 2848 125 | 29,76 
5/1 +4/+4+2] -—6 
lo : (0) | (+ 9) 














& 


Li Muskel 

©.) dei dee 

ia oD 

1822 | 1759| 63 | 977) 115 | 25,37 
15388 1475 63 | 842) 121 25,97 
1719 1657 62) 809| 103 26,96 
1092 1083 59 | 934) 156 26,72 
1486 1342 144 | 820 126 26,02 
1924 | 1847| 77 | 1033 112 27,63 
1552 1492 60 | 1020 145 26,64 
1591 £516 75 = 920) 125 26,47 | 
2275 | 2200' 75 840 108 26,32 
2398 2316) 82 972 107 26,62 
1340 | 1270 70 838 130 25,33 
1505 | 1481| 74 | 792/ 106) — 
1958 1870 88 796 102 25,80. 
1591 1526) 65 626 118 26,12 
1752 1671! 81 707 120 26,17 
1931| 1755! 76 | 796| 118 | 26,06 
—18|— 14) —1| +16) +11! +2 

- 15)|(— 16) (— 3) (+ 14) 











Versuchsratten 


Normale 
Kontrollratten 


In 


gewicht 
rechneten 


9* 


Klammern sind 
die auf Trocken- 
umge- 
Ande- 
rungen angegeben 








132 L. Pasternak u. I. H. Page: 


in wechselnden Mengen; am Ende des Versuchs wurden die Tiere durch 
Dekapitieren getétet und Blut und Organe in iiblicher Weise verarbeitet ; 
wir untersuchten Vollblut und nicht Blutplasma, da die Menge des letzteren 
fiir die Bestimmungen nicht ausreichte; fiir Muskelbestimmungen wurde die 
Muskulatur halbseitig peinlichst sauber, vollstindig abprapariert, so daB 
auch nicht die geringste Spur sichtbares Fett daran haften blieb (was sehr 
wichtig ist, da bei Schilddriisenbehandlung das Subcutanfett viel starker 
einschmilzt als das eigentliche Fett der Muskelfaser, wodurch, bei unvoll- 
standiger Entfernung des ersteren viel gréBere Unterschiede vorgetéuscht 
werden, als sie im Muskel tatsachlich vorhanden sind), gut zerkleinert und 
gleichmaBig durchmischt, wonach davon die iibliche Menge (1 bis 2 g) 
extrahiert und untersucht wurde. 

Ks ist 6fters darauf hingewiesen worden, und auch wir haben 
die Beobachtung gemacht, daB die Analysenwerte normaler Ratten 
ganz erheblichen — teils jahreszeitlich, teils durch die Herkunft und 
das Vorleben der Tiere, teils individuell bedingten Schwankungen 
unterworfen sind. Man kann deswegen nicht ein fiir allemal Ratten- 
Normalmittelwerte bestimmen und sie als Kontrolle fiir jeden neuen 
Versuch verwenden, es sei denn, daB diese Normalmittelwerte aus einem 
derart groBen Tiermaterial stammen, da® darin alle erdenklichen 
Schwankungen mitberiicksichtigt werden konnten, was _praktisch 
wohl nie in Frage kommt. 

Wir sind deshalb so vorgegangen, dab wir die jeweils vorhandenen 
Ratten (wir verwendeten nur mittelgroBe, mannliche Tiere von etwa 120 
bis 240 g Korpergewicht) eine Zeitlang ohne Schilddriisenbehandlung 
beobachteten und sie dann nach Gewicht, Aussehen, Benehmen usw. 
moglichst gleichmaBig auf Versuchs- und Kontrollgruppe verteilten und 
gleichzeitig verarbeiteten; auf diese Weise erhielten wir drei Normal- 
kontrollgruppen, deren Mittelwerte durchaus nicht gleich ausfallen; wir 
haben zum SchluB auch noch die Gesamtmittelwerte ausgerechnet, die 
zwar einerseits nach dem oben Gesagten wenig verlaBlich, andererseits 
aber dadurch, daB sie dreimal soviel Versuche umfassen als die Mittel- 
werte der einzelnen Gruppen, statistisch vielleicht von Nutzen sind. 


Gruppe A. 


Beobachtungszeit vom 10. bis 20. September 1932, dann Versuchs- 
anfang. Die Versuchsratten erhielten subcutan 0,3 bis 0,4mgq Thyroxin 
und zwar: Nr. 1 einmal, Nr. 2, 3 und 4 je zweimal, Nr. 6 und 7 je sechsmal 
im Laufe des Versuchs, Nr. 5 10 Tage hintereinander je 0,1 bis 0,2 mg 
Thyroxin; die Tiere wurden 12 bis 48 Stunden nach der letzten Injektion, 
Nr. 1 bereits nach 4 Stunden getétet. Die Werte sind in Tabelle VII fiir 
Versuchs- und Kontrollratten angegeben. Wir méchten noch hinzufiigen, 
da8 bei Tieren sowohl dieser als auch der anderen Gruppen oft trotz starker 
Schilddriisenwirkung keine nennenswerte Gewichtsabnahme zu verzeichnen 
war, was mit den Erfahrungen von Abderhalden und Wertheimer (7) in 
Einklang steht. 
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Aus der Tabelle VII ist ersichtlich, daB Thyroxin bei Ratten quali- 
tativ die gleichen Veranderungen im Muskel hervorruft, wie wir sie bei 
Kaninchenmuskel gesehen hatten: Steigen der Phosphatidfraktion 
(im Mittel um 16%, im Héchstfall — bei Nr.6 — um etwa 30°), 
Steigen der Jodzahl um 11%, (im Héchstfall um etwa 40%), Fallen 
der Gesamtfett- und Fettsdéurefraktion (im Héchstfall, bei Nr. 4, um 41°); 
das Trockengewicht nimmt etwas zu, und, wenn man von Ratte Nr. 5 
absieht, die einen ganz aus der Reihe fallenden, stark erhéhten Chole- 
sterinwert aufweist, so ist ein recht konstantes, statistisch gesichertes 
Sinken des Cholesterins im Muskel der Thyroxinratten zu vermerken. 
In der Leber sind die stattgefundenen Anderungen nicht gro8; auch hier 
nimmt die Ratte Nr. 5 mit ihrem stark erhéhten Cholesterinwert und 
weit unter der Norm liegendem Phosphatidwert eine Sonderstellung 
ein; schalten wir diese Werte aus, so kénnen wir ein leichtes Steigen der 
Phosphatide und leichtes Fallen des Cholesterins, der Fettsaiuren und 
des Gesamtfettes bei Thyroxinratten feststellen; das Trockengewicht 
und das relative Gewicht der Leber nimmt ebenfalls ab, jedoch bei 
weitem nicht so stark wie bei Kaninchen; im Blute ist eine Zu- 
nahme der Phosphatidfraktion festzustellen. 


Gruppe B. 


Die Versuche wurden zum Teil von Oktober bis Dezember 1932 (Nr. 15, 
16, 17, 21, 22, 23 und 24), zum Teil von Januar bis Marz 1933 ausgefiihrt. 
Beobachtungszeit vor Versuchsanfang: 10 bis 14 Tage. Die Tiere erhielten 
0,6 bis 2,0mg Thyroxin subeutan, und zwar: Nr. 15, 16 und 17 je einmal, 
Nr. 19 zweimal, Nr. 20 dreimal, Nr. 18 viermal; sie wurden 7 (Nr. 15) bis 
48 (Nr. 20) Stunden nach der letzten Injektion getétet. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle VIII zusammengestellt. 


Wir finden hier im Blute, abgesehen von einer leichten Cholesterin- 
erhéhung [der wahrscheinliche Fehler der Differenz e(d) betragt in 
diesem Fall —- 8 %,], keine Veraénderungen; die aus der Reihe fallenden 
Phosphatidwerte von Nr. 17 und 19 haben ihr Gegenstiick in Nr. 26 
und 27 der Normalgruppe. In der Leber ist ein Jeichtes Fallen des 
Trockengewichts, der Jodzahl, der Fettsiuren und der Phosphatide 
zu vermerken; das relative Lebergewicht ist normal. Beim Vergleich 
der Muskelwerte sehen wir, daB der Muskel von Ratte Nr. 20 eine 
Sonderstellung einnimmt: sein Phosphatidwert ist um 73°, héher als 
der Normalmittelwert und um 34°, héher als der héchste Normalwert 
dieser Gruppe; jedoch sind auch die Werte fiir Cholesterin, Fettsiuren 
und Gesamtfett sehr hoch (den héchsten Normalwerten dieser Gruppe 
etwa gleich) und dementsprechend die Jodzahl sehr niedrig; abgesehen 
von der Phosphatiderhéhung sind das alles Ergebnisse, die denen der 
ubrigen Thyroxinratten widersprechen, so daB es vielleicht richtiger 
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ist, diese Ratte bei der Berechnung der Versuchsmittelwerte nicht zu 
beriicksichtigen!. Sehen wir also von Ratte Nr. 20 ab, so finden wir 
auch hier ein Sinken des Cholesterins, der Fettsiéuren und des Gesamt- 


1 Es ist sehr wahrscheinlich, daB die Thyroxinwirkung auch bei dieser 
Ratte die gleiche war wie bei den iibrigen, daB also neben der Phosphatid- 
erhéhung auch eine Fettabnahme stattgefunden hat; nur muB8 der Anfangs- 
wert fiir das Muskelfett vor der Thyroxinbehandlung abnorm hoch ge- 
wesen sein. 
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| | nen Anderungen 
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fettes (im Mittel um 17%, im Héchstfall, bei Nr. 15, um 30°) 
und ein Steigen der Jodzahl (bis zu 23°) und des Trockengewichts. 
Im Gehirn beobachtet man ein leichtes Fallen des Cholesterins und der 
Phosphatide. 
Gruppe C. 
Die Versuche wurden von April bis Juni und von August bis November 


1933, nach kurzer Beobachtungszeit, ausgefiihrt. Die Ratten erhielten 
taglich 0,15 bis 0,20g Thyreoidin (Merck) per os, mit einem kleinen Teil 
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Tabelle LX. 
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Muskel Gehirn 
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des Futters vermengt; erst wenn dieses vollstandig gefressen war, erhielten 
sie den restlichen Teil des Futters, so daB8 man sicher sein konnte, daB die 
beabsichtigte Menge Thyreoidin von den Tieren tatsachlich aufgenommen 
wurde. Die Ratten Nr. 32, 33 und 34 bekamen das Praparat 5 Wochen 
lang taglich, dann schalteten wir eine 14tagige Pause ein, worauf Thyreoidin 
weiter verfiittert wurde; Ratte Nr. 33 starb in stark abgemagertem Zu- 
stande, alle iibrigen wurden getétet. Die Lebern der Tiere waren sehr 
dunkel und meistens hypertrophiert. Tabelle LX enthalt die Analysen- 
ergebnisse fiir diese Gruppe. 

Das Blut zeigt keine nennenswerten Veranderungen (fiir Phosphatide 
ist e(d) ™~d): das relative Gewicht der Leber hat erheblich zuge- 
nommen, das Trockengewicht abgenommen, auch ist ein leichtes Steigen 
des Cholesterins und der Phosphatide zu beobachten; im Gehirn ist 
ebenfalls eine nicht unbedeutende Erhéhung des Phosphatidwertes 
vorhanden, und im Muskel iibertrifft diese alle bis jetzt registrierten 
Verdnderungen: wir sehen ein durchschnittliches Steigen des Phosphatid- 
wertes um 96%, der Norm, im Héchstfall (Nr. 30) ist die Erhéhung 
= 167%, und noch der kleinste Wert dieser Gruppe (Nr. 33) ist um 
56% héher als der Normalmittelwert!; auch die Jodzahl ist stark erhcht 
(bei Nr. 29 bis zu 50%), ebenso das Cholesterin und das Trockengewicht. 
Die Anderungen im Gesamtfettgehalt sind, besonders auf Trocken- 
gewicht bezogen, denen der Gruppe A ungefahr gleich, jedoch ist der 
wahrscheinliche Fehler der Differenz verhaltnismaBig groB, so dab 
die Anderung unsicher wird ; schalten wir aber die aus der Reihe fallenden 
Werte der Versuchsratte Nr. 28 und der ihr entsprechenden Normalratte 
Nr. 35 aus, so bleibt zwar die Differenz der nunmehr 1636 bzw. 1774 mg-%% 
betragenden Mittelwerte die gleiche, der Fehler aber wird viel kleiner, 
so daB die Differenz statistisch gesichert ist. Wir sehen also ein Fallen 
der Gesamtfett- und Fettsdurewerte, das im Hoéchstfall (Nr. 29) 31% 
betragt; die Neutralfett-Fettséuren erleiden in diesem Fall eine Abnahme 
von 63%, 


Zum Schlu8 méchten wir die Anderungen, die in den Gruppen A, B 
und C stattgefunden haben, untereinander vergleichen. In Tabelle X 
haben wir die aus den Mittelwerten der drei Normalgruppen aus- 
gerechneten Gesamtnormalmittelwerte und die nach Thyroxin- bzw. 
Thyreoidinbehandlung eingetretenen Anderungen sowohl in Prozent 


1 Die Phosphatidwerte der Normalratten dieser Gruppe liegen fiir alle 
Organe tiefer als die der Gruppen A und B; da aber, wie gesagt, Versuchs- 
und Kontrollratten auch in dieser Gruppe — vor der Thyreoidinbehand- 
lung — vollkommen gleich waren, und auch immer parallel untersucht 
wurden, sind wir berechtigt, diese phosphatidarmen Normalratten als ein- 
wandfreie Kontrollen fiir die Versuchstiere zu betrachten: hatten diese 
letzteren kein Thyreoidin erhalten, so wiren auch bei ihnen die Phosphatid- 
werte niedriger als die der Gruppen A und B. 
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der dazugehérigen Normalmittelwerte (I) als auch in Prozent der 
Gesamtnormalmittelwerte (II) angegeben. 

Nach dem anfangs Gesagten nimmt es nicht wunder, daB die 
Anderungen in I und II quantitativ verschieden ausfallen; mit wenigen 
Ausnahmen (z. B. Blutphosphatide der Gruppe B und Leberphosphatide 
der Gruppe C) bleibt jedoch die Anderungsrichtung in II erhalten. 
Die Anderungen in den Thyroxingruppen A und B unterscheiden sich 
voneinander qualitativ in folgendem: die Leber zeigt in A ein leichtes 
Steigen der Phosphatidfraktion, in B ein leichtes Sinken derselben 
und der Jodzahl (jedoch nicht bei II!); im Blute ist in B eine leichte, 
bei A nicht vorhandene CholesterinerhGhung zu sehen, und auch die 
Blutphosphatidbewegung ist in beiden Gruppen nicht identisch. Sonst 
laufen alle Anderungen qualitatiy parallel, nur sind sie, besonders im 
Muskel, bei A starker ausgeprigt als bei B: eine langdauernde Behandlung 
mit kleinen Mengen Thyroxin hat auf die Muskellipoide eine gréBere 
Wirkung als eine kurze Behandlung mit der gleichen oder mehrfachen 
Gesamtdosis [siehe dazu auch Romeis (24)]. 

Vergleichen wir die durch Thyreoidin hervorgerufenen Anderungen 
der Gruppe C mit denjenigen der Thyroxingruppen A und B, so sehen 
wir, daB die Wirkung des Thyreoidins auf die Muskelwerte diejenige 
des Thyroxins iibertrifft; die Erhéhung der Phosphatidfraktion und 
damit auch der Jodzahl ist viel stérker und auch der Wasserverlust 
ist gréBer, hingegen bleibt die auf Trockengewicht berechnete Fett- 
abnahme ungefahr die gleiche wie nach Thyroxinbehandlung ; im Gegen- 
satz zu Thyroxin wirkt jedoch das Thyreoidin stark erhéhend auf den 
Cholesteringehalt des Muskels!, weniger stark auch auf den der Leber, 
auf den Phosphatidgehalt des Gehirns und auf das relative Leber- 
gewicht. 

Im Anschlu8 an unsere Versuche haben wir noch ein paar Ratten 
untersucht, denen Thyreoidin und Bromjodtyrosin gegeben wurde. 
Abelin und Parhon (22) haben namlich gezeigt, daB die hyperthyreo- 
tischen Schéden durch Dijodtyrosin gebessert werden, daB aber eine 
Uberdosierung des Dijodtyrosins ebenfalls Schaden verursacht; hin- 
gegen sollte eine Behandlung mit Dijod- und (nach einiger Zeit 
gegebenem) Dibromtyrosin wirksam und unschadlich sein. Da der eine 
von uns (Pasternak) seinerzeit halogenierte Tyrosine, unter anderem 
ein 3, 5-Bromjodtyrosin hergestellt hatte (23) und wir tiber kleine 
Mengen des Praparats noch verfiigten, erschien es uns nicht uninteressant 

1 Fieschi (25), der die Wirkung von Schilddriisensubstanzen auf den 
Herzmuskel untersuchte, fand ebenfalls Erhéhung der Sterine nach Thy- 
reoidinbehandlung, nicht aber nach Behandlung mit Thyroxin; auch spricht 
er von einer geringen Zunahme der Gesamtphosphatide, allerdings haupt- 
sachlich der acetonléslichen (?) Fraktion. 
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Tabelle X. (In Klammern sind die auf Trocken. 
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zu priifen, ob nicht diese Substanz eine Kombination des Dibrom- 
und Dijodtyrosins bei der Behandlung der Hyperthyreose erfolgreich 
ersetzen kénnte. Herr Prof. J. Abelin (Bern) hatte die Freundlichkeit, 
die Priifung des Bromjodtyrosins auf seine therapeutische Wirksamkeit 
zu tibernehmen; wir beschrankten uns vorlaufig auf ein paar orientierende 
Versuche mit Darreichung des Praparats allein oder in Kombination 
mit Thyreoidin, um zu sehen, ob das Bromjodtyrosin in irgendeiner 
Weise die Fett- und Lipoidwerte beeinfluBt und ob es imstande ist, 
die diesbeziigliche Wirkung des Thyreoidins zu verandern oder auf- 
zuheben. 


Wir verfiitterten zu diesem Zwecke an Ratte Nr. 42 2 Wochen lang i 
taglich je 0,1 g Bromjodtyrosin (BJT.), an Nr. 43 je 0,1 g BJT. und gleich- 
zeitig je 0,3g Thyreoidin, an Nr. 44 2 Wochen lang je 0,3 g Thyreoidin 
taglich, dann 1 Woche je 0,1 g BJT., an Nr. 45 nur je 0,3 g Thyreoidin 
taglich; als Normalkontrollen dienten die Normalwerte der Gruppe C, 
da die Versuche zur gleichen Zeit ausgefiihrt wurden. Das Bromjodtyrosin 
wurde von den Ratten sehr gut vertragen, Ratte Nr. 42 sah am SchluB 
der Behandlung wohlgenahrt und gesund aus, ihr Fleisch war recht hell 
im Gegensatz zu dem der Thyreoidintiere; das Blut war etwas phosphatid- 
reicher als das der Normalratten, die Leberjodzahl war etwas erhéht, vor 
allem interessierten uns aber die Muskelphosphatidwerte; diese betrugen: 
fiir Nr.42 464 mg-%, fiir Nr. 43 456 mg-%, fiir Nr. 44 631 mg-%, fiir 
Nr. 45 754 mg-%. 
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bezogenen Anderungen angegeben.) 
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1773 81 710 114 | 26,03 7600 5720 | 1880 | 5069 96 23,63 


-14 —1 +16 +11 +2 
(—16) (—3) (+14) 

—10 —4 +8 +5 +4 0 +8 | -9}] -9| —5 0 
(—14) _8 (+4) (0) (+38) | (-9)| (-9) 

—10 +20 +96 +24 +7 +4 +3 +5 | +19 —1 +4 
(-17) | (+18) | (+89) (O)' (—-1) | (+1) | (+15) 

—14 —8 +30 +10 +2 
(—16) (—10) (+28) 

—10 —8 +17 +10 +3 +20 +5 —9 | 3-3) +2 
(—13) (—10) (+14) (9) (+8) | (-11)| (-5) 

—8 +35 +58 +18 +7 +2 +1 +5 | +11 -2 +2 
(—15) | (+28) (451) (0) (-1) | (+8)| (+9) 


Wir sehen 1., daB der Phosphatidwert der nur mit Bromjodtyrosin 
behandelten Ratte Nr.42 dem kleinsten Normalwert der Gruppe C 
entspricht; 2. daB gréBere Dosen Thyreoidin auf die Muskelphosphatide 
weniger EinfluB haben als kleine, langere Zeit gegebene ( der Unterschied 
zwischen Nr. 45 und 42 bzw. 43 betragt immerhin etwa 50°,) [siehe 
auch (2)]; 3. daB Bromjodtyrosin imstande ist, die Erhéhung des Muskel- 
phosphatidwertes durch Thyreoidin ganz aufzuheben, wenn es gleich- 
zeitig gegeben wird, bzw. abzuschwachen, wenn reine Thyreoidinbehand- 
lung vorausgeht. Selbstverstandlich darf man diese Resultate nicht 
als endgiiltige betrachten. 


Zusammenfassend geben wir in Tabelle XI alle statistisch sicheren 
Anderungen wieder, die wir bei unseren Untersuchungen an Kaninchen 
und Ratten nach Schilddriisenbehandlung feststellen konnten. Der 
Chersichtlichkeit halber schreiben wir hier keine Zahlen, sondern 
+- und —-Zeichen (fiir Zu- und Abnahmen), und zwar bezeichnen wir 
die Anderungen von der jeweils sicheren Mindestgrenze bis zu 15%, 
mit einem, von 15 bis 25°, mit zwei, von 25 bis 50°, mit drei und 
iiber 50°, mit vier Kreuzen oder Strichen. Fir die Rattengruppen 
sind jeweils zwei Rubriken (I und II) vorgesehen; I bedeutet die An- 
derungen gegeniiber den dazugehérigen Normalmittelwerten, I] gegen- 
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Tabelle XI. 
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uber den Gesamtnormalmittelwerten. Beziiglich der Bewertung von I 
und II siehe das zu Anfang der Rattenversuche Gesagte. 

Aus der Tabelle tritt deutlich hervor, daB der Muskel als Hauptort 
der gréBten, fast durchwegs eindeutigen Veranderungen nach Schild- 
driisenbehandlung anzusehen ist. Wenn in den anderen Organen 
die Anderungen vereinzelt und nicht immer gleichsinnig auftreten, 
finden wir im Muskel — abgesehen von einem starken Cholesterin- 
zuwachs in der Thyreoidingruppe, der in den tibrigen Gruppen fehlt 
bzw. durch leichtes Sinken ersetzt ist — sowohl bei Kaninchen als 
auch bei Ratten aller Gruppen iibereinstimmend folgende Veran- 
derungen: FEindeutiges Steigen des ‘Trockengewichts; eindeutiges 
Steigen der Jodzahl, am starksten in der Thyreoidingruppe : eindeutiges 
Fallen der Fett- und Fettsiurefraktion'; und endlich eindeutiges 
starkes Steigen der Phosphatide, das in der Thyreoidingruppe alle 
sonst beobachteten Anderungen iibertrifft. 

Ist nun diese starke Phosphatiderhéhung auf eine Giftwirkung 
der Schilddriisensubstanzen oder auf die GegenmaBnahme des Organis- 
mus zuriickzufiihren ? Sie ist nicht durch den Wasserverlust verursacht, 
denn sie bleibt auch nach Umrechnung auf Trockengewicht bestehen; 
man kann sie auch nicht dadurch erklaren, daB der Gesamtfettgehalt 
durch sein Sinken ein nur relatives Steigen der Phosphatide bewirkt, 
denn dazu ist die Phosphatiderhéhung zu groB; méglich ware es aber, 
daB der Phosphatidabbau durch die Schilddriisensubstanzen geschadigt 
ist und dem allgemeinen Einschmelzen der Gewebe (nicht nur der Fette !) 
nicht Schritt halten kann, so daBb der Prozentgehalt der Phosphatide 
steigt; dagegen spricht aber die Tatsache, daB in einigen Fallen bei 
starkem K6rpergewichtsverlust keine PhosphatiderhGhung, und um- 
gekehrt Phosphatidzunahme bei verhaltnismaBig geringem Gewichts- 
verlust gefunden wurde; man kénnte auch an einen Transport der 
Phosphatide aus anderen Geweben in den Muskel denken, doch finden 
wir gerade bei Thyreoidinratten, die die Muskelphosphatiderhéhung 
am stirksten zeigen, auch in den anderen Organen eher Zu- als Ab- 
nahme der Phosphatidwerte. Eine Entscheidung ware allerdings 
erst nach entsprechenden Bilanzversuchen méglich; es ware endlich 


! Wir konnten im allgemeinen keine so groBen Fettverluste beobachten, 
wie sie Abelin (2) bei seinen Versuchen fand; die gréBten von uns fest- 
gestellten Muskelfettabnahmen waren bei Thyroxinratten 40%, bei Thy- 
reoidinratten 30%, durchschnittlich wurden Anderungen von etwa 12% 
gefunden, wogegen Abelin bis zu 70% (im Durchschnitt 30 bis 57%) angibt. 
Das kann kaum an der verschiedenen Wirksamkeit der verabreichten 
Praparate liegen, denn es unterscheiden sich hauptsiachlich die Werte 
unserer normalen und nicht der behandelten Ratten von denen Abelins. 
Wir finden durchweg viel niedrigere Normalwerte fiir Rattenmuskelfett. 
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moglich, daB der Abbau der Fette tiber die Stufe der intermediaren 
Bildung von Phosphatiden vor sich geht, jedoch erhebt sich die Frage, 
warum in solchem Falle die Intensitat der Phosphatidbildung gréBer 
ist als die des Phosphatidabbaues. — Wir sind bemiht, in weiteren 
Untersuchungen der Klarung dieser Fragen naherzukommen. 


Zusammenfassung. 

Nach subcutaner Verabreichung von Thyroxin (Roche) oder nach 
Verfiitterung von Thyreoidin (Merck) an Kaninchen und Ratten finden 
wir im Blute und in den Organen der Versuchstiere folgende Ver- 
anderungen: 

Muskel. 1. Starke Steigerung des Phosphatidgehalts, die nach 
Thyreoidinbehandlung (Ratten) durchschnittlich 96°,, im einzelnen 
bis zu 167°, betragt: nach Thyroxinbehandlung wurden bei Kaninchen 
100°,, bei Ratten 70°, als Maximalsteigerungen registriert. 2. Steigen 
der Jodzahl, im Einzelfall bis zu 50%, der Norm. 3. Sinken des 
Gesamtfett- und Fettsiuregehalts, das in der Hauptsache auf das 
Sinken der Neutralfett-Fettsiuren zuriickzufiihren ist; dieses letztere 
betragt im Héchstfalle 63°. 4. Steigen des Trockengewichts bzw. 
Wasserabnahme — am starksten in der Thyreoidingruppe. — 5. Starkes 
Steigen des Cholesteringehalts nach Thyreoidin-, nicht aber nach 
Thyroxinbehandlung. 

Herz. Abgesehen von der hier fehlenden Phosphatiderhéhung 
finden sich im Kaninchenherz die gleichen Veranderungen wie im 
Skelettmuskel: starkes Sinken der Fett- und Fettsdurefraktion, und 
Steigen der Jodzahl und des Trockengewichts. 

Leber. 1. Das relative Lebergewicht fallt nach Behandlung mit 
Thyroxin bei Kaninchen stark, bei Ratten schwach, nach Thyreoidin- 
behandlung steigt es bei Ratten, und zwar deswegen, weil die Leber 
stark hypertrophiert; das ist nicht durch groBe Wasserzunahme zu 
erklaren, denn diese ist nach Thyreoidin- nicht gr6Ber als nach Thyroxin- 
behandlung: wir sehen 2. sowohl bei Kaninchen als auch bei Ratten 
aller Gruppen leichtes gleichmaBiges Fallen des Trockengewichts. 
3. Das Cholesterin steigt bei Kaninchen nach Thyroxin-, bei Ratten 
nur nach Thyreoidinverabreichung. 4. Die Phosphatidanderungen 
sind gleich denen im Blute schwankend. 

Gehirn. Keine gréBeren Anderungen, auBer einem Steigen der 
Phosphatide in der Thyreoidingruppe; nach Thyroxinbehandlung 
ist ein leichtes Fallen der Phosphatide (bei Ratten und Kaninchen) 
und des Cholesterins (nur bei Ratten) zu beobachten. 

Blut. Die meisten Schwankungen finden wir bei dem Cholesterin 
und den Phosphatiden. Es scheint, daB diese Substanzen einem regen 
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Transport unterworfen sind und je nachdem, ob zur Zeit der Unter- 
suchung die Zu- oder Abfuhr tiberwiegt, ein Sinken oder Steigen der- 
selben auftritt. Das Fett des Kaninchenplasmas zeigt eine leichte 
Tendenz, zu fallen, die Jodzahl — zu steigen. Im ganzen sind die An- 
derungen nicht grof. 

Neben der Wirkung der Schilddriisenpraiparate priiften wir auch 
diejenige des 3, 5-Bromjodtyrosins auf den Fettstoffwechsel von Ratten. 
Es hat sich aus vorlaufigen Versuchen ergeben, da Bromjodtyrosin 
imstande ist, der durch Behandlung mit Thyreoidin hervorgerufenen 
Phosphatiderhéhung im Muskel entgegenzuwirken. 


Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde durch die Rockefeller-Foundat ion 
erméglicht, wofiir wir ihr auch an dieser Stelle danken méchten. 
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Uber den Zuckergehalt der Galle. 
Von 
Zoltan Aszédi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 28. August 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die verschiedenen Lehr- und Handbiicher geben iiber den Zucker- 
gehalt der Galle keinen AufschluB und es sind auch sonst iiber diesen 
nur wenige Daten bekannt geworden. 


Claude Bernard', Mosler und Peiper? fanden nach Uberschwemmung 
des Blutes mit Zucker, Naunyn*® nach Piquure, Brawer* nach Pankreas- 
exstirpation Zucker in der Galle, unter normalen Umstanden aber keinen. 
Nach Phlorrhizinvergiftung fanden Levene® und Woodyatt® die Galle 
zuckerhaltig, wahrend Ray, Mac Dermodt und Lusk? diesen Befund nicht 
erheben konnten. Hirayama ® fand Zucker sowohl nach Phlorrhizinvergiftung 
als auch unter normalen Umstanden, und zwar im letzteren Falle beim 
Kaninchen 0,01 bis 0,02, und beim Hunde 0,058 bis 0,088 °,. Desgleichen 
fanden unter normalen Umstéanden Zucker in der Galle Marton und Molnar, 
und zwar beim Menschen 0,005 bis 0,114°%, und Roth und Paul!® beim 
Kaninchen in Spuren. Uber die Natur der reduzierenden Substanz sind 
die Meinungen verschieden. Hammarsten' halt sie fiir Glucuronsaure, 
Howell'? glaubt, da die reduzierende mucinése Substanz kein Mucin, 
sondern ein Nucleoalbumin ist, welches von der Gallenblase bzw. den 
Gallengingen geliefert werde. Nach Marton und Molnar ware die 
reduzierende Substanz in menschlicher Galle als Zucker anzunehmen, da 
die Reduktion nach Vergaren von Galle kleiner wird. Dieselben Ver- 
haltnisse fand Hirayama bei Hundegalle nach Vergérung. Wood yatt schlieBt 
aus dem Schmelzpunkt des aus Galle dargestellten Phenylglucosazons 
ebenfalls auf Zuckernatur. 


Zur weiteren Aufklérung dieser Verhaltnisse, vornehmlich der 
Frage, ob Zucker als ein dauernder Bestandteil von Hundegalle 


' Claude Bernard, Legons d’hiver 1854/55, 8S. 289ff. 2 Mosler u. 


Peiper, zitiert nach Maly in Hermanns Handb. d. Physiol. 5, T. 2, 11 8ff. 
3 Naunyn, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 8, 157, 1875. — 4 Brauer, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 182, 1903. — 
exper. Med. 2, 107, 1897. — ® Woodyat, J. of biol. Chem. 7, 133, 1909. 
* Ray, Mac Dermodt u. Lusk, Amer. J. of Physiol. 3, 139, 1899. 
8 Hirayama, Tohoku J. of exper. Med. 6, 186, 1925. — * Marton u. Molnar, 
Orvosi Hetilap 1932, 8. 9. — 1! Roth u. Paul, ebenda 1934, 8. 76. 

'! Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., 11. Aufl., 1926. — '* Howell, 


Text-book of Physiology, Tenth Edition 1928, S. 827. 
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gelten kann und welcher Art dieser Zucker ist und in_ welcher 
Weise er auf Einfliisse reagiert, die den Zucker verdindern, habe 


. 


ich folgende Experimente ausgefthrt. 


Methodik. 


Zur Vermeidung von Nebenumstéanden, die eine Anderung des Blut- 
zuckers und dadurch auch den Gallenzucker hatten beeinflussen kénnen, 
wie Narkose oder Anbinden des Tieres, war ich bestrebt, die Galle unter 
méglichst physiologischen Umstiainden zu sammeln. Zu diesem Zwecke 
wurde nach Laparotomie der Ductus choledochus oberhalb der Einmiindung 
in das Duodenum mit zwei Ligaturen abgebunden, zwischen beiden durch- 
geschnitten und vernaéht, sodann die Gallenblase stumpf frei prapariert, 
durch einen unter dem rechten Rippenbogen befindlichen zweiten Haut - 
schnitt von ungefahr 3 cm Lange, der 
von der Laparotomiewunde 3 bis 5em ———— 
entfernt lag, hervorgezogen, um die [ 
Kuppe der Gallenblase eine Tabaks- 
beutelnaht angelegt, die Galle durch : 
Punktion innerhalb der Tabaksbeutel- 
naht entfernt, nach Ausfiihrung eines Abb. 1. 
etwa lem langen Schnittes an der 
Punktionsstelle eine Metallkaniile eingefiihrt und diese durch Zuziehen der 
Tabaksbeutelnaht in der Gallenblase befestigt. Nach Reposition der Gallen- 
blase wurde letztere mit Hilfe einiger Stiche am Peritoneum festgehalten 
und nachher beide Schnitte in drei Schichten geschlossen. Das Sammeln 
der Galle mit Hilfe des von Pawlow beschriebenen Gestelles stieB auf 
Schwierigkeiten. Da das Sammeln gréBerer Mengen von Galle mehrere 
Stunden in Anspruch nahm, zeigten die Hunde Ermiidungserscheinungen, 
die ich gerade wegen eventueller Blutzuckerveranderungen vermeiden 
wollte, des weiteren reizte die Kaniile zur Entziindung, wobei mit der 
Galle auch Gewebsfetzen abgingen, die des éfteren die Kaniile verstopften 
und schlieBlich wurde diese als Fremdkérper nach einigen Wochen 
ausgestoBen. Zur Begegnung dieser Schwierigkeiten wurde bei den weiteren 
Versuchen die Kaniile nach 2 bis 3 Wochen, als demnach schon eine Ver- 
wachsung der Gallenblase mit dem Peritoneum angenommen werden 
konnte, aus der Gallenblase entfernt und jetzt durch tagliches Sondieren 
mit einem sterilen Glasstab die Offnung offengehalten, bis eine sphinkter- 
artige Vernarbung der Wundrander eingetreten war. In diese Offnung 
wurde dann jeweils zur Entnahme der Galle eine zweimal gebogene, ungefalir 
10 bis 12 em lange Glaskaniile eingefiihrt und die Galle in einer Porzellan- 
schale aufgefangen. Die Kaniile besaB an dem einzufiihrenden Ende eine 
olivenartige Verdickung, so daB sie durch die sphinkterartige Fisteléffnung 
festgehalten werden konnte. Gegen das andere Ende war die Kaniile ver- 
jiingt. Die Versuchshunde waren in der Weise dressiert worden, daf sie auf 
ihrer linken Seite wahrend der Gallenentnahme unangebunden liegen 
blieben, so daB sich die Gallenentnahme nunmehr in physiologischen Ver- 
haltnissen vollziehen konnte (Abb. 1). Nach Beendigung der Gallen- 
entnahme und Entfernung der Kaniile wurde die Gallenblase mit 3° igem 
Borwasser zwecks Vermeidung von Infektion ausgespiilt. Wahrend der 
versuchsfreien Zeit beleckte das Tier standig die Fistel6éffnung und fiihrte 
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die abflieBende Galle, die durch den durchtrennten Choledochus nicht in 
das Duodenum gelangen konnte, dem K6rper zuriick. 


Die Versuche wurden an drei operierten Tieren ausgefiihrt. Nach 
einer Hungerperiode von 12 bis 16 Stunden wurde Galle zur Ermittlung 
der Niichternwerte, nachher nach verschiedenen experimentellen Ein- 
griffen in jenen Zeitabstéanden gesammelt, wie sie in den Tabellen 
angegeben sind. In diesen Gallenproben wurde die Menge und nachher 
nach Hagedorn-Jensen die reduzierende Substanz bestimmt. Parallel 
wurden in den meisten Versuchen auch Blutzuckerbestimmungen 
ausgefiihrt. 

Versuchsergebnisse. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, war in den ausgefiihrten 
21 Versuchen in der Galle hungernder Tiere immer reduzierende Sub- 
stanz vorhanden. In Traubenzucker ausgedriickt entsprach die redu- 
zierende Substanz bei Hund Nr. 1 0,039 bis 0,076 mg, bei Hund Nr. 2 
0,023 bis 0,053 mg und bei Hund Nr. 4 0,007 bis 0,024 mg. 


Nach Traubenzuckerverabreichung erhéht sich die reduzierende 
Substanz der Galle parallel mit dem Blutzucker, und zwar sowohl 
die absolute als auch die relative Menge. Die Erhéhung betrug hierbei 
das Fiinf- bis Zehnfache der Niichternwerte. Sie begann schon nach 
'/, Stunde, erreicht das Maximum in der dritten bis vierten Stunde 
und kehrt in den meisten Versuchen nach 8 Stunden zum Ausgangs- 
wert zurick. 

Nach Fleisch- und NSpeckfiitterung findet man nur kleine Ver- 
anderungen teils im Sinne einer Senkung (Fleisch), teils im Sinne einer 
Steigerung (Fett), die ungefahr parallel mit dem Blutzucker verlaufen 
und als Ausdruck noch nicht geniigend bekannter Phasen des inter- 
mediaren Stoffwechsels gelten kénnen. Es kénnen also die hohen 
Steigerungen der Versuche mit Traubenzucker nicht auf eine Mobili- 
sierung von reduzierender Substanz infolge der Fiitterung zuriick- 
zufiihren sein. 

Die Insulin- und Adrenalinversuche, die in Tabelle IV wieder- 
gegeben sind, zeigen ebenfalls ein gleichsinniges Verhalten von Blut- 
zucker und Reduktion der Galle. Nach Insulininjektion erreichte 
die Reduktion der Galle nach 3 bis 4 Stunden den Tiefpunkt. Nach 
Adrenalininjektion findet man die Steigerung der Gallenreduktion 
bereits nach 1/, Stunde. Sie erreicht nach 1'/, Stunden ihr Maximum 
und ist noch nach 2 bis 4 Stunden nachweisbar. Die Wirkung zeigt 
sich in der Gallenreduktion starker als im Blutzucker. 


Auch in bezug auf Glykolyse zeigt die reduzierende Substanz der 
Galle ein ahnliches Verhalten wie der Blutzucker, es vermindern sich 
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Tabelle 1. Zuckergehalt der Galle nach Kohlenhydratfiitterung. 





Zuckergehalt 





, Gallen- ., 
| =e wn ae Se 
: : s Zei LUCK 2 : B k 
| tier Semnie eit 1 Std. ; - emerkungen 
: Nr. 9/9 ecm mg 
1 27.1X.1932 Vor der Fiitterung |0,100' 10 — 0,049 4,90 
Vo ma.) 0,226 8 0,068) 5,44 | a. 
1, § mach der |oai7| 4 10,812) 448//{ ‘sucker 
f Fiitterung 
2. 0,260' 6 0,237 9,48 
i 1  7.X.1932 Vor der Fiitterung | 0,083 — 0,060 — 
; 1/, Std. 0,167 3 0,078 2,34 : 
bs 0,238 2,5 (0,094 2,85) | »..08,. ; 
£. Patio 0,239 25 0,110 2,75 {  zucker 
e 0.156 1,5 0,194 2.81 
a. 0,092 1,5 0,230) 3,45 
2 (28.X11.1932 Vor der Fatterung 0,076) 7 0,023 1,61 
1), Std. 0,143/ 16 0,037, 5,92 | soe 
ie. 0,178 4 0,061) 2,44 | Trauben- 
aa nach der 9,193 9,5 0,105) 9,98 Fac eg 
3, { Fatterung 0,089 11,5 0,11611,77 | geist 
4, 0,066 7 0,066 4,62 
oe 0,073 8,5 0,046 3,91 
2 22.11.1983 Vor der Fiitterung — 4 0,023 0,92 
Wy Std. — 7 0,119 8,32 
oe — | 35 |0,29210,22/} .,°5.. 
aes — | 6  0,821)19,86); | , Zucker 
Bi — der — 6 0,301)18,06 Wasser 
4,0"! — | 6 0,066 896) sels 


Bis a 6 0,072 4,32 


es a — 6,5 0,050) 3,25 
3 20.VII. 1933 Vor der Fiitterung — 2,7 0,007 0,19 
| 1) Std. -- 5.0 0,009 0,44 100 g 
Live _ 3,5 0,017 0,59 | —_ 
2, | nachder — 4 0,066) 2,64) / in 100 ccm 
(3, [ Fittterung — 2 0,078 1,56)] Qeiosr 
& 3 - 1 0,121 1,21 
ewe — 1 0,021 0,21 
3 (24.VII.1933) Vor der Fatterung — 5,3 0,024 1,27 
| pe ” 
1/, Std. - 5,0 0,007 0,34 100 g 
1, a 2,5 0,019 0,47 — 
zucker 
2 . nach der — 45 0,032 1,44 “= ecm 
‘ = Or ~ . Vass 
3, { Fatterung — 3,5 0,059) 2.06 geloet, 
ae _ 1 0,112) 1,12 








ee _ 1 0,929 0,29 
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Tabelle LI. 
Zuckergehalt der Galle nach Fleischfiitterung. 





Zuckergehalt 


Gallen- ; 
sa der Galle 
\ 2 Tag Blut- menge iia 
saucas- des Zeit zucker in : Be- 
iter a... 1 Std. in merkungen 
chs ) 1 Std. 


Nr iy ecm mg 











1 29.1X.19382 Vor der Fatterung 0,085 3.5 0,076 2,65 
1), Std. " 0081 «50,077 385 | 
ae | nach der 0,091 3,5 0,065 2,27 siete 
2, | Fatterung 0.063 6 0,041 2,46 | 
oe 0.082 6 0,064 3,84 

1 11. X.19382 Vor der Fiitterung 0,074 0.5 0,074 0,37 
1/, Std. 0,084 6 0,038 2,28 
i ” nach d ‘. 0,084 1.5 0,036 0,54 2R0 g 
2 ont Pattern 0064 5 |0,052) 260) ( Fleisch 
3 7 { Fatterung oogs 3 0,052 1.56 
4. 0,077| 3 10,043; 1,23 

2 4. 1.1933 Vor der Fitterung 0,083 9 0,050 4,50 
1, Std. 0,083 4 (0,047 1,88 
E Se | 0,098 5 0,048 2.64 es 
2. | nach der 0,082 2,5 0,033 2.47 Wiehe 
Picts Fiitterung 0,067 gy 0,049 441 
: | 0,071 S 0,055 4.40 
8 0,075 9,5 0,044 4,18 

2 25. 11.1933 Ver der Fiitterung — — /0,053| — 
1), Std. ~ 7 0,044 3,08 
eee | aah ae a 6.5 0,036 2,34 300 ¢ 
Ss Deen sn 13. 0.035. 4.55 Fleisch 
3. | utterung - 13.5 0,014 1.89 
ae _ 15 0,010 1,50 

3 27.V11.1933 Vor der Fitterung — 3 0,016 0.48 
1/, Std. = 4 0,020 0,80 
2 - 8 0,030 2,40 250 
3 bs nach der 6 0.035 2.10 Fleisch 
i," 2.5 0,030 0.75 
ae - + 0,912 0,48 








beim Stehenlassen der Galle deren Reduktionswerte, so da wir von 
Choleglykolyse sprechen kénnen. Bei den diesbeziiglich ausgefiihrten 
Versuchen wurde Galle vom niichternen Versuchstier und solche von 
einem Versuchstier entnommen, das im niichternen Zustande Trauben- 
zucker erhalten hatte. Die Galle wurde in beiden Fallen 1 Stunde lang 
gesammelt, in einem Glaschen mit eingeschliffenem Stopfen bei Zimmer- 
temperatur gehalten und in den in der Tabelle angegebenen Zeit- 
abstinden die Reduktionswerte bestimmt. Wie aus Tabelle V_ er- 
sichtlich ist, trat in beiden Fallen Senkung der Reduktionswerte ein, 
und zwar eine bedeutend raschere bei jenem Versuchstier, das Trauben- 
zucker erhalten hatte. 





Ashen cutest. 
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eee 


Anh seacoast 
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Tabelle IIT. 
Zuckergehalt der Galle nach Fettfiitterung. 
V Gallen- —— — 
suchs- Vag Zej be ol “- ae Be- 
tier leet Zeit 1Std. 2 merkungen 
Nr. 0») ecm ‘ mg 
1 4.X.1932 Vor der Fiitterung 0,085 6,5 0,068 4,42 
1 Std. 0,079; 5 0,070 3,50 
) | nach der 0,088 2 0,085 1,70 90g Speck 
oC Fiitterung 0,083 1.7 9117 1,99 
ae | 0,087, 6 0,099 5,94 
1 14. X.1932 Vor der Fitterung 0,099 3,5 0,043 1,50 
Wy Std. 0,084, 9 0,045 4,00 
1 0,104 1,5 0,056 0,84 
9 nach der 0.088| 4 0.059 2.36 130 g Speck 
Fiitterung 
a 0,090; 2 |9,092 1,84 
4 0,083 2,5 0,095 2,37 
2 2. 1.1933 Vor der Fatterung 0,063) 6,5 0,045 2,92 
\/, Std. 0,062; 7 0,047 3,29 
: 0,063) 2.5 0,050 1,27 
ee nach der 0,056 7.5 |0,049 3,62 100g Speck 
ae Fatterung 0,077, 5 0,052 2,60 
4, 0,066 7 0,048 3,36 
8 0,060' 7 0,049 3,43 
2 = 28.11.1983 Vor der Fiitterung 6 |0,038 2,28 
1, Std. 5 | 0,050 2,50 
i er — 4 | 0,043 1,72 
2» nach der - 11 0,037 4,07 , ‘ 100g Speck 
> c Fiatterung " 7 0,034 2,38 
hs, a 8 0,026 2,08 
a 9,5 0,024 2,28 





werten der Galle nach den verschiedenen ausgefiihrten 





Das gleichsinnige Verhalten zwischen Blutzucker und Reduktions- 
Fitterungs- 


versuchen, experimentellen Eingriffen und den Glykolyseversuchen 
1aBt wohl den SchluB zu, daB es sich bei der reduzierenden Substanz 


der Galle um Traubenzucker handelt. 
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Tabelle IV. 
Zuckergehalt der Galle nach Insulin- und Adrenalininjektion. 














,, _, Zuckergehalt 
Ver- aoe Blut- po ___ der Galle = 
a Ver- Zeit zucker in in Bemerkungen 
suchs 1 Std. Of 1 Std. 
Nr. 1933 9% ccm mg 
1 3.1. Vor der Insulin- 
injektion . . . 0,065 10,5 0,039 4,09 
1. Std. 10,045 11 0,036 3,96 
1 * | 0.064 4 0,027. 1,08 30 Einh. Insulin 
2 | nach der | 0,028 16 0,019 2,94 ne wel 
g  ° ¢ Insalin- | 9047) 8,5 | 0,024 | 204 a ae 
A ian | injektion 9946 10 0,026 2.60 
8 i 0,090 19 0,037 3,70 
1 9.1. Vor der Insulin- 
injektion. . . . 0,068 6,5 0,059 3,83 
1, Std. '0,063 5 0,061 | 3,05 a 
j2 nach der 0,043 3,5 0,077 | 2,69 au 
4  * | imjektion || 9960; 7 | 0,041 | 2,87 
8 Ee 0,071 85 0,043 3,65 
1 16.1. Vor der Insulin- 
injektion . . . . |0,059 7,5 0,041 | 3,07 
My Std. 0,056 5 0,052 2,60 . ; 
1 0.054 1 0,031 | 0.31 48 Einh. Insulin 
1g” | nach der |g o33/ 5 | 0,088 | 1,85 ene 
3 ” Insulin- 0'040 : 0.025 175 subcutan 
4  ° | injektion | o ogg! 1 | 0,048! 048 
8 é 0,074 12,5 0,041 5,12 
1 7.1. Vor der Adrenalin- 
injektion. . . . | 0,079 7,3 | 0,068 4,96 
1, Std. 0,090 2,4 | 0,090 2,16 
uM, 0,073 | 0.8 | 0,108 0,88 1,0 cem Tonogen 
1 » | nach der 0,086 0,6 | 0,095 0,56 » Richter 
11, , ‘Adrenalin- 0,094 4 ||0,107 | 4,4 — 
\2 m injektion 0,099 3 (0,074 2,22 
3 te 0,095 1,5 | 0,084 1,26 
4 - 0,100 0,8 (0,091 0,73 
1 12.1. Vor der Adrenalin- 
injektion. . . . 0,075) 5,5 | 0,053 2,91 
', Std. 0,084 1,2 | 0,079 0,95 
1 * 0,079 | 2.2 | 0,091 | 2,0 1,0 eem Tonogen 
1'/, , | nach der 0,073; 3 0,125 3,74 __ »Richter* 
2  , yAdrenalin-| 0,075! 2 || 0,111 | 2,22 || | inaperitoneal 
3 r injektion 0,062' 2 | 0,107) 2,14 
4 . 0,066 | 7 0,046 3,22 
8 ti 0,063 6 0,074 4,44 
1 19.1. Vor der Adrenalin- 
injektion. . . . 0,075: 7 | 0,055 3,85 
1g Std.) ech der || 117) 8 | 0,075 | 6,00 | (°° con tmaggen 
= | raven ae 0,093, 8 | 0,064 5,12 { intraperitoneal 
1 tis vsktion 00075 | 8 || 0,082 | 2,46 
2 Injektion 9,093 3 | 0,064 1.92 











ei Ae Nia ibd aS onlin? 











i 
j 
FI 
; 








Uber den Zuckergehalt der Galle. 153 


Tabelle V. 
Die Anderung des Zuckers in der Galle, die vom niichternen Tiere 
genommen war. 


eee NT Ree ns eee, 
Nach 2Stunden Stehen ....... . 0,025% 
ae Yi Pa oe, 
= 6 ‘a Sd Spy Lu Meme ee 
99 8 s6 9 st oe oy « oe 
>» «=o = ‘si Minor Ae eae ee Sete ge 
» 48 9 * one eee OSE 


Die Anderung des Zuckers in der Galle, die einem Versuchstiere 
nach Traubenzuckerfiitterung entstammte. 


PRO ce 5 sas hl at aids bce oda 
Nach 2Stunden Stehen ....... . 0,064% 
” 4 * +s 5. a ee se 
a 6 sh ‘ re . . « 0,052% 
°9 8 a + D4 vn. 
yo) Be a ie Kee kbe Ries el a 
Zusammenfassung. 


1. Die Hundegalle enthalt im niichternen Zustande reduzierende 
Substanzen, die sich ahnlich dem Blutzucker verhalten; so tritt nach 
Kohlenhydratfiitterung eine starke Steigerung der Reduktionswerte, 
nach Fleisch- und Fettverabreichung eine nur unwesentliche Ver- 
anderung, nach Insulininjektion eine Senkung und nach Adrenalin 
eine Steigerung der Werte ein. 

2. Die Galle zeigt die Erscheinung der Glykolyse. 

3. Die unter 1. und 2. angefiihrten Ergebnisse lassen daran denken, 
daB es sich bei der reduzierenden Substanz der Hundegalle um Trauben- 
zucker handelt, der daher als ein normaler Bestandteil der Hundegalle 
angesehen werden kann. 








Uber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Muskel. 
XXI. Mitteilung: 


Uber die Hemmung der Ammoniakbildung durch verschiedene alkalische 
Pufferlésungen. 
Von 
T. Mann und P. Ostern. 
{Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6w (Lemberg). } 
(Eingegangen am 8. September 1934.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Ammoniakbestimmung in Geweben und K6rperfliissigkeiten 
hat die Aufhebung der Ammoniakbildung, die durch Verletzung und 
postmortale Vorgange ausgelést wird, zur Voraussetzung: erst nach 
Beriicksichtigung dieser Ammoniakbildung ist man zu realen Werten 
fir den Ammoniakgehalt gelangt und konnte die Vorginge der Ammo- 
niakbildung verfolgen. Bei der sonstigen biochemischen Analytik ver- 
wendet man fiir die Fixierung des chemischen Zustandes der Gewebe 
im allgemeinen Enteiweibungsmittel; fiir die Ammoniakbestimmung 
kommen andere Reagenzien in Betracht: vor allem ist es wichtig, 
ammoniakfreie Reagenzien anzuwenden, und in dieser Beziehung sind 
schwach alkalische Fliissigkeiten besonders geeignet, welche durch 
Auskochen ammoniakfrei gemacht werden kénnen; bei sauren und 
neutralen Lésungen ist dies, infolge des ubiquitéren Vorkommens des 
Ammoniaks, schwerer zu erreichen. Andererseits handelt es sich darum, 
daB das alkalische Reagens keine unphysiologischen Zersetzungen von 
N-Verbindungen zu Ammoniak wahrend des Austreibens des Ammoniaks 
verursacht, daB aber das Ammoniak aus den Ammoniumsalzen in 
Freiheit gesetzt wird. 

Seitdem Folin und Denis (1) bei der Ammoniakbestimmung im Blute 
diese Faktoren in Betracht gezogen haben, und durch Anwendung von 
Natriumearbonat- und Kaliumoxalatgemischen zum ersten Male niedrige 
Werte des Blutammoniaks weniger als 0,1 mg-°, — gefunden haben, 
wurden (abgesehen von einigen Riickfallen) schwache Alkalien fiir die 
Ammoniakbestimmung benutzt: Kaliumcarbonat mit Oxalat, Borax, 
Lithiumearbonat, Magnesia. Im Jahre 1924 haben Parnas und Heller (2) 
in ihrer Arbeit tiber das Blutammoniak die Boratlésung von Sérensen zur 
Anwendung gebracht, welche schon friiher von Gad-Andersen (3) verwendet 
worden ist. Wahrend Gad-Andersen die Boratlésung als mildes Alkali fiir 
die Austreibung des Ammoniaks ohne chemische Zersetzung von N-haltigen 
Substanzen auffaBte, zeigten Parnas und Heller, daB durch die Alkalisierung 
des Blutes durch Borax auf py 9,2 die Vorgainge der spontanen Ammoniak- 
bildung aufgehalten werden, die sonst den Ammoniakgehalt von Kaninchen- 














scl, 
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blut innerhalb einiger Stunden hundertfach erhéhen. Seitdem wird das 
Vermischen oder Verreiben mit kaltgesattigter Boraxlésung (welche die 
Sérensensche Boratlésung ersetzt) in Laboratorien allgemein verwendet, 
welche die Methode von Parnas und Heller anwenden. In Untersuchungen 
iiber die Ammoniakbildung im Muskel spielt diese Hemmung eine be- 
sonders wichtige Rolle, seitdem Parnas und Mozotowski 1927 (4) gefunden 
haben, da8 durch Verreiben von Muskeln mit Boraxlésung die sehr schnelle 
NH,-Bildung aufgehoben wird, welche sonst beim Verreiben innerhalb 
weniger Minuten stattfindet. 

Die Ammoniakbildung im Muskel besteht unter gewissen Be- 
dingungen vollstandig, unter anderen zum gréBten Teil, in der Des- 
aminierung der Adenosin-5-Phosphorséure (Adenylsiure) durch ein 
spezifisches Ferment, die Adenylsiuredesaminase, welche im Muskel 
besonders reichlich vorhanden ist: dieses Ferment desaminiert die 
Adenylsaure, soweit sie aus ihrer Diphosphorsdureverbindung gebildet 
und nicht sofort in dieselbe zuriickverwandelt wird (8). Auf welche Weise 
hemmt die alkalische Boraxlésung diese Desaminierung, welche auch 
fiir einen groBen Teil der Blutammoniakbildung (5) verantwortlich ist ’ 
Und inwiefern ist diese Hemmung durch Borat spezifisch? Schon 
friihere sporadische Versuche haben auf die Uberlegenheit der Borat- 
lésung gegeniiber anderen alkalischen Lésungen von demselben py 
hingewiesen. Eine besondere Wirkung der Borate ware verstandlich. 
Sie kénnten das Ferment durch alkalische Reaktion einerseits, das 
Substrat durch Komplexbildung mit Borat (6) andererseits beeinflussen. 

Wir haben Versuche zu dieser Frage angestellt, indem wir die 
Ammoniakabspaltung aus Adenylsiure durch Muskelextrakte unter- 
suchten und zwar bei verschiedenen pq und verschiedenen Puffer- 
lésungen: Borat und Borat-HCl: Veronalnatrium-HCl: Natrium- 
‘arbonat-Bicarbonat; Natriumpyrophosphat-HCl; Natriumphosphat- 
Natriumcarbonat. Mittels dieser Puffer wurden Wasserstoffionen- 
konzentrationen von py 8,6 bis 9,15, mit einzelnen auch von 8,2 bis 9,2 
realisiert, und mittels der Wasserstoffelektrode gemessen. Die Versuchs- 
anordnung war die folgende: 

Aus Rana temporaria-Muskeln wurde der Fermentextrakt nach Je yerho/ 
bereitet (7), von dem 1 cem 500 mg Muskeln entspricht. Die Ansatze wurden 
folgendermaBen zusammengestellt: 5cem Pufferldsung, 1 cem Ferment- 
extrakt und lecem Adenylsiurelésung (= 4mg Adenylsiure) wurden 
30 Minuten bei 15°C im Wasserbad geschiittelt. Als Kontrolle wurde der 
gleiche Ansatz nach Vermischung durch gesittigte Boraxlésung alkalisiert 
(Kontrolle mit Thymolblau) und das Ammoniak bestimmt; in den Versuchs- 
ansiatzen erfolgte dasselbe nach der Inkubation. Die Ammoniakbestimmung 
erfolgte nach Parnas und Heller, die kolorimetrische Bestimmung mit dem 
Pulfrich-Photometer. Die Wasserstoffionenkonzentration in den Versuchs- 
ansaitzen wurde in aliquoten Teilen, oder parallel angesetzten Proben, mit 
der Wasserstoffelektrode bestimmt, in den meisten Versuchen vor und nach 
der Inkubation, in allen Versuchen am Ende der Inkubation. 
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Es ist noch besonders darauf hinzuweisen, da die hier beschriebenen 
Versuche in stark verdiinnten Lésungen angestellt sind und daB die be- 
sondere Art der Hemmung, die fiir Phosphate und konzentrierten Muskel- 
brei von uns beschrieben worden ist (8), hier nicht in Frage kommt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle I und Abb. 1 zusammengestellt. 


Tabelle I. 





PH 


8,65 


8,70 
8,80 
8,85 
8,95 
9,00 
9,05 


9,10 


9,15 
9,20 


Borat-H Cl 


45% (IV) 
25% (V) 
21% (X) 
31% (VD 
33% (VIL) 


35°, (VID) 
40% (IX) 


21°, (VIN) 


4% (IV) 
0 (V) 
38% (VI) 
0 (VI) 
4% (IX) 


Veronal- 


Pufferlisung 





Natrium-H Cl 


78% (IV) 
80% (IV) | 
68 % (VIED) 


13% (VID) 


Carbonat- Phosphat- Pyrophosphat- 
Bicarbonat Carbonat HCl 
| 52% (X) 
| 
| 49% (VI) 44% (VID) 
| 84% (X) 
36 °, (VID 
65% (IX) | 
54% (V) | 14% (X) 
| 3% (VI) 22% (VII) 
| 
30% (V) 
19 % (IX) 
6% (X) 13% (VID 
20% (V) 


Die Tabelle enthalt Werte fiir den prozentualen Teil der zugesetzten 
Adenylsiure, welche unter den Bedingungen des Versuchs desaminiert 
Die rémischen Ziffern in Klammern bedeuten die Versuchs- 


worden ist. 








% der Desaminierung 
SSSSSEBISESES 


10 : 
’ Verona/ -Natrium Het 











nummer. Bei gleichenVersuchsnummern 
kam der gleiche Fermentextrakt zur 
Anwendung. 


In den Kurvenbildern sind die 
Mittelwerte aus gleichartigen Ver- 
suchen in dem gleichen MaBe als 
Funktion des px aufgetragen. Es 
ergibt sich daraus folgender SchluB: 
die Desaminierung der Adenylsaure 
durch Muskeldesaminase wird mit 
steigendem pu gehemmt; diese 
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Hemmung ist indessen bei verschiedener Zusammensetzung der Puffer- 
lésungen verschieden. Die untersuchten Pufferlésungen zerfallen in 
zwei Gruppen: eine Gruppe bildet das Borat und das Phosphat (sekun- 
dares Phosphat mit Natriumcarbonat wirkt hier offenbar als Mischung 
von sekundarem und tertiérem Phosphat). Diese Pufferlésungen ergeben 
bei pu 9,00 bis 9,20 eine vollstandige Aufhebung der Desaminierung. 
Die andere Gruppe bildet der Veronalnatrium-HCl-Puffer und der 
Natriumcarbonat-Bicarbonatpuffer. Unter Anwendung dieser Alkalien 
ist die Hemmung der Desaminierung bei py 9,2 noch nicht vollstandig: 
der Unterschied zwischen beiden Gruppen macht sich aber besonders 
geltend bei px 8,85, wo Phosphate und Borate die Desaminierung auf 
20% herunterdriicken, Veronal- und Carbonatpuffer nur auf 70°,. Im 
Sinne der oben erwahnten Vermutung kann man diesen Unterschied 
nur auf Grund einer spezifischen Beziehung der Puffersubstanzen zum 
Substrat deuten. 

Soweit die praktisch-analytischen Zwecke in Frage kommen, 
scheint demnach die Alkalisierung mit Boraxlésung fiir die Hemmung 
der Ammoniakbildung aus Adenylsiure anderen einfachen oder zu- 
sammengesetzten Reagenzien tiberlegen zu sein. Auf die Beziehung 
dieser Befunde zur Frage des Blutammoniaks wird in der nachstehenden 
Mitteilung eingegangen. 
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Uber den Ammoniakgehalt 
und die Ammoniakbildung im Blute. XI. 
Von 
J. K. Parnas. 
| Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6éw (Lemberg).] 


(Eingegangen am 8. September 1934.) 


Die voranstehende Untersuchung tiber die Hemmung der Ammoniak- 
bildung durch verschiedene Pufferlésungen hat uns zu einem Problem 
zuriickgefiihrt, welches wir in den Arbeiten dieses Laboratoriums als 
langst erledigt betrachtet haben, das aber nach neueren Publikationen 
aus anderen Forschungsstatten wieder aufgetaucht ist. 

Die Methode der Ammoniakbestimmung im Blute, die 1924 Parnas 
und Heller (1) ausgebildet haben und die in spaiteren Untersuchungen weiter 
entwickelt worden ist (2), beruht auf folgendem Prinzip: 

1. Das Blut wird mit gesaéttigter Boraxlésung vermischt und in einen 
besonderen Destillationsapparat gebracht. 

2. Es wird einer Destillation mit str6mendem Wasserdampf im 
Vakuum — genauer genommen bei einem Druck von weniger als 30 mm Hg — 
unterworfen; der Wasserdampf wurde in einem energisch wirkenden 
Kiihler kondensiert und in wenig HC! aufgefangen. 

3. Das Ammoniak wird kolorimetrisch bestimmt. 

Die endgiiltige Darstellung der Methode findet sich in der Arbeit von 
Parnas und Klisiecki (2); spiter sind noch gewisse Verbesserungen hinzu- 
gekommen. Die Methode hat dann weite Verbreitung gefunden, und es 
scheint, daB die Forscher, die sie verwendet haben, mit ihr zufrieden sind 
und ihr den Vorzug vor anderen Methoden geben, insbesondere den Liiftungs- 
methoden. Dagegen werden 6fters von Autoren, die mit der Methode von 
Parnas und Heller nicht gearbeitet haben, Bedenken gegen diese Methode 
ausgesprochen. Wir vermeiden in den letzten Jahren, wo nur méglich, 
gerinnungshemmende Mittel, befreien die Boraxlésung durch Kochen von 
jeder Spur Ammoniak; wir kolorimetrieren schlieBlich das Ammoniak mit 
dem Pulfrich-Photometer und verwenden im Zusammenhang damit ver- 
schiedene Formen von Vorlagen (3). Die wesentlichen Punkte dieser Methode 
bestehen in: 

1. der Hemmung der Ammoniakbildung durch die Boratlésung, 

2. der Schnelligkeit der Destillation, 

3. dem System der Kontrollen. 

Man iiberzeugt sich: a) daB Reagenzien und Apparat kein Ammoniak 
abgeben; b) daB nach der Hauptdestillation eine gleiche dritte Destillation 
kein Ammoniak mehr entfiihrt; und, wenn man Wert darauf legt, daB 
zugesetzte Ammoniakmengen von derjenigen GréBe, wie sie ermittelt 
worden sind, unter den Bedingungen des Versuchs vollstandig zuriick- 
gewonnen werden. 

Diese Kontrollen scheinen bei der Bestimmung von Blutammoniak die 
Sicherheit zu geben, daB tatsachlich das im Blute vorgebildete Ammoniak 
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bestimmt wird. Zahlreiche Bestimmungen haben fiir das frische Blut von 
gesunden Menschen Werte ergeben, die zwischen 0,02 bis 0,05 mg-% NH,-N 
liegen. Die gleiche Methode wurde spiter in vielen theoretischen und 
klinischen Laboratorien! angewandt, im wesentlichen mit denselben 
Resultaten. Als eine Verbesserung kann vielleicht der von Stojanowitsch (6) 
angewandte Kunstgriff gelten: das Blut wird aus dem GefaB direkt in die 
in der Spritze vorbereiteten ammoniakhemmenden Reagenzien  auf- 
genommen und auf diese Weise die spontane Ammoniakbildung augen- 
blicklich zum Stillstand gebracht. 

DaB diese Methode zu geringe Ammoniakwerte geben sollte, war nicht 
zu denken: denn bei der gleichen Verarbeitung geben gealterte Blutproben, 
in welchen nicht sofort die spontane NH,-Bildung gehemmt worden ist, 
bis hundertmal héhere Werte. Die Annahme, da unsere Werte zu hoch 
waren und da im kreisendenBlute iiberhaupt kein Ammoniak vorhanden 
ware, haben wir gegen Fontés und Jovanovits (7), sowie Henriquez und 
Gottlieb (8) zu entkraften versucht; und die neueren Versuche von Stojano- 
witsch (6) sprechen auch weiter dagegen. 

In den letzten 2 Jahren (9) ist Otto Folin, der 1912 die ersten niedrigen 
Werte fiir den NH,-Gehalt des Blutes gefunden hatte und der durch 
seine Methode einen neuen Abschnitt auf diesem Gebiet eréffnet hat, 
zum Problem des Ammoniaks zuriickgekommen. Folin verwendet das 
seinerzeit von ihm angegebene Kaliumcarbonat-Oxalatgemisch zur 
Austreibung des Ammoniaks; die Austreibung erfolgt durch einen 
genau bemessenen Luftstrom, dem das Ammoniak durch Saure entzogen 
wird. Das Ammoniak in der Vorlage wird schlieBlich mit dem Nessler- 
schen Reagens in Gegenwart eines Schutzkolloids (Gumghatti?) 
bestimmt. Mit Hilfe dieser Methode werden am Menschenblut Werte 
gefunden, die bedeutend héher sind als die von uns gefundenen: ,, Die 
auffallend geringen Werte, weniger als 0,05 mg-°,, sind verschwunden", 
sagt der Autor. Im Lichte dieser Erfahrungen spricht Folin Zweifel 
iiber die Richtigkeit der in der Literatur verzeichneten zahlreichen 
niedrigen Ammoniakwerte fiir Menschenblut aus, fiir die als Beispiel 
mit einer héflichen Wendung — eine unserer Versuchsreihen angefiihrt 
wird3. 

Falls diejenigen Bestimmungen, welche Folin in Tabelle HI seiner 
Arbeit zusammengestellt hat, die Grundlage fiir die neue Auffassung 
bilden, so miissen wir bemerken, daB sie uns nicht tiberzeugen. Die 


1 Vgl. die Arbeiten von d’Arbela, Rivista di Clinica Medica 38, 1932, 

zit. nach Sonderabdruck. — * Wir konnten nicht ermitteln, um welche 
Droge es sich handelt: die Bezeichnung Gumghatti findet sich in den uns 
zuganglichen groBen englischen Worterbiichern nicht. Wir wissen nicht, 
ob es sich um Gummi arabicum handelt, oder um Gumigutti (7). 
3 Der Referent der Berichte referiert diese Satze sicher miBverstandlich, 
indem er sie als eine gegen Parnas gerichtete Polemik wiedergibt — wie das 
betreffende Referat auch sonst zahlreiche Mi®verstandnisse enthalt (Ber. 
ii. d. ges. Physiol. 71, 100, 1933). 
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Inschrift besagt: ,,Tabelle II], aus der zu ersehen ist, daB die letzten 
Spuren des gebildeten Blutammoniaks nicht immer in der 30-Minuten- 
Liiftungsperiode erhalten werden, und daB eine NH,-bildende Zersetzung 
vorliegt’*. Dies zeigt die Tabelle anschaulich: in der zweiten Liiftungs- 
periode wird die Halfte derjenigen Menge gefunden, die in der ersten 
gefunden worden ist; in der dritten und vierten etwa je ein Viertel dieser 
Menge, und es sind keine Liftungsperioden eingetragen, in welchen 
die Vorlagen N H,-frei gefunden worden sind: man sieht keinen AbschluB 
der Ammoniakaustreibung und ihr Fortbestehen wird angesichts der 
Tatsache, daB vorgebildetes Ammoniak aus der Folinschen Alkali- 
mischung durch die Liftung tatsachlich ausgetrieben wird, mit Recht 
auf eine ammoniakbildende Zersetzung bezogen. Diese Zersetzungen 
haben folgende Werte fiir Menschenblut: 


Liiftung I: 0,116 Liiftung IT + IT] + IV: 0,11 
0,084 0,095 
0,092 0,090 
0,10 0,11 
0,075 0,09 


Zieht man nur die zweite Liiftung in Betracht und vermindert um den 
Wert, der bei der ersten Liiftung gefunden wurde, so ergeben sich 
folgende Zahlen: 0,051, 0,047, 0,060, 0,035, 0,045, 0,060, 0,055; nimmt 
man aber an, was in Anbetraecht des Abfalles der Ammoniakbildung 
zwischen der zweiten und dritten Liiftung gerechtfertigt erscheint, 
da in der ersten Liiftungsperiode eine starkere ammoniakbildende 
Zersetzung stattgefunden hat als in der zweiten, so kommt man fiir 
den Anfangsgehalt des Blutes zu Zahlen, die nicht mehr erheblich von 
denjenigen abweichen, die bei uns gefunden werden. 

Die Annahme von Folin, daB zum Blut zugesetztes Ammoniak 
leichter durch Liiftung entftihrt wird als ein Teil des vorgebildeten. 
scheint uns ebenfalls nicht iiberzeugend: wir ersehen aus diesen Ver- 
suchen nicht, wie vorgebildetes und im Laufe der Analyse gebildetes 
Ammoniak unterschieden werden kann, waihrend dies doch bei unserer 
Methode ganz klar ist. Worin besteht nun der Unterschied zwischen 
den neuen Ergebnissen von Folin und den unseren? Wir haben die 
Versuchsanordnung von Folin nicht nachgeprift, denn wir haben keinen 
Grund, an der vollstindigen Sicherheit der von ihm beschriebenen 
Analysen zu zweifeln. Wir haben nur gepriift, auf welche Weise sich 
die Ammoniakabgabe durch Menschenblut unter dem EinfluB des 
Folinschen Carbonat-Oxalatgemisches bei Anwendung unserer Destil- 
lationsmethode gestaltet und ihre Wirkung mit der der Boratpuffer 
verglichen. 

Das Carbonat-Oxalatgemisch wurde nach der Vorschrift von Folin 


unter Einhaltung aller von ihm vorgeschriebenen Kautelen dargestellt; 
als Boratmischung diente kaltgesiattigte, d.h. in der Hitze gesattigte, und 
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Tabelle I. 





NH;-N in mg-®/, 


Datum und Blut- see tr ie , IV. 
Protokollnummer = spender austreibung f Destillation pay oman poy amen 
benutztes Alkali Destillation) (1 Minute |“ 000 gn 
}nach der I.) daw TE) der TIL) 
| 
| 
6. 11.1934 II R. St. Borat | 0.01 4 0,014 0,006 
{ Oxalat- 
6. 11.1934 Il R.St. | Carbonat- 0,03 0,021 0,032 0,038 
| gemisch 
10. 11. 1934 HT OR. W. Borat 0,026 @ 0,016 0,016 
Oxalat- 
10. 11.1934 IT =R.W.. | Carbonat- 0,056 0,012 6,036 0,016 
gemisch 
11.11.1934 IV JS. Borat 0,01 4 0,004 é 
Oxalat- | 
11.11.1934 IV. J.S. | Carbonat- 0,02 0,004 0,018 0,005 
| gemisch 
iiber dem auskristallisierten Bodenkérper stehende Boratlésung. Die 


Boraxlésung war durch langeres Kochen ammoniakfrei gemacht. Vor der 
Destillation wurden Leerdestillationen so lange wiederholt, bis das Destillat 
fiirs Auge ammoniakfrei war; diese letzte Probe wurde dann kolorimetriert. 
Die Destillationen mit Borat und dem Oxalatgemisch wurden immer gleich - 
zeitig auf zwei Apparaten ausgefiihrt. Das Blut wurde gesunden, jungen 
Mannern aus der Cubitalvene ohne Stauung und ohne Zusatz von ge- 
rinnungshemmenden Substanzen entnommen, unter fliissigem Paraffin in 
die evakuierten Apparate gebracht und der Destillation unterworfen. Die 
kolorimetrische Bestimmung wurde im Pulfrichschen Photometer aus- 
gefiihrt. Das Destillat wurde in den Vorlageréhrchen mit 1 cem Nessler- 
Reagens nach Folin-Wu versetzt und auf 25 cem aufgefiillt; es wurde in 
den ,,Mikroréhren** von 150mm Schichtdicke im Lichte des Spektral- 
filters 8 42 (violett) kolorimetriert. Die Leerréhre ist mit demselben 
Wasser gefiillt, welches zur Verdiinnung verwendet worden ist und welches 
in 25cem 1 ecem Nessler-Reagens enthiilt. 

Wir geben nachfolgend drei Versuche vollstandig wieder, aus 
welchen die Verschiedenheiten des Folinschen Oxalat-Carbonat- 
puffergemisches und des Borats zu ersehen sind. Wir méchten sie in 
folgenden Punkten zusammenfassen : 

1. Die erste Destillation mit dem Folinschen Gemisch ergibt 
immer hédhere Werte, als die Destillation mit Borat. 

2. Die unmittelbar (nach etwa 1 Minute) nachfolgende Destillation 
gibt bei Anwendung des Borats Leerwerte, mit den Carbonaten da- 
gegen Werte, die zwar kleiner, aber von derselben GréBenordnung 
sind wie in der ersten Destillation. 

Es ist daraus zu schlieBen, daB durch Borat das vorhandene 
Ammoniak vollstandig ausgetrieben wird, und daB die N H,-Bildung 
in Gegenwart dieses Reagens (py 9,13 bis 9,2) sehr gering ist. 
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3. Bei langerem Stehen der Blutboratlésung ist eine geringe 
NH,-Bildung sicher festzustellen. Sie wiirde den kleinen Anfangswert, 
in 30 Min. nach der zweiten Destillation, auf etwa den anderthalb bis 
zweifachen Wert bringen. 

In Gegenwart des Folinschen Oxalatpuffers erhalt man in der 
ersten Destillation Werte, die zwei bis dreimal héher sind als die Borat- 
werte; eine unmittelbar darauffolgende Destillation ergibt hier wieder 
nennenswerte Zahlen, und ebenso die weiteren Destillationen. Wir 
kénnen in diesem Punkte die Angaben von O. Folin vollstandig be- 
statigen und wir schlieBen daraus auch weiterhin, daB dieses Reagens 
mit seiner hohen Alkalitat (py nach Vermischen von 10 ccm Blut und 
2cem Oxalat-Carbonatgemisch zwischen py 10,0 bis 10,2) eine lang- 
dauernde Ammoniakabspaltung hervorruft. 

Auf Grund dieser Feststellung méchten wir an den mit unserer 
Methode friiher bestimmten Werten festhalten. Um Mifverstandnisse 
zu vermeiden, méchten wir aber bemerken, da wir weit davon entfernt 
sind, die Werte fiir den Ammoniakgehalt des kreisenden oder frisch 
entnommenen Blutes als auf eine oder zwei Einheiten der zweiten 
Dezimale der mg-°, festgelegt zu halten. Wir glauben vielmehr, dab 
keine der vorhandenen analytischen Methoden diese Werte so weit zu 
definieren gestattet. Wir méchten uns also nicht darauf versteifen, 
daB ein bestimmtes Blut, in dem wir 0,02 mg-°% NH,-N finden, nicht 
um 0,01 mg-° NH,-N mehr oder weniger enthalt; da8®B aber dieses 
Blut nicht 0,05 oder mehr enthalt, das kénnen wir schon bestimmt 
sagen. Es wird keine Schwierigkeiten machen, die Genauigkeit noch 
etwas weiter zu treiben. Die Probleme der Blutchemie kénnten eine 
solche erhéhte Genauigkeit woh] anfordern, wenn die Bestimmung des 
Blutammoniaks, wie dies jetzt angebahnt wird, unter die klinischen 
Untersuchungsmethoden aufgenommen wird (5). 

Den Herren Dr. P. Ostern und 7’. Mann, welche alle zu dieser Arbeit 
gehérigen Versuche ausgefiihrt haben, danke ich fiir ihre Mitarbeit. 
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Uber die Identitat der Globuline aus den Samen 
einiger Cucurbitaceen. 
Von 
H. Leontjew. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Wassermelonensirup-Werkes in 
Dubowka an der Wolga.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1934.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die aus den Samen von Cucurbitaceen zu erhaltenden Proteine sind 
bereits seit langer Zeit chemisch untersucht worden (1), doch erfolgte 
die griindliche Untersuchung der Samenproteine einiger Arten dieser 
Familie erst in der letzten Zeit (2) (3) (4). 

Das wichtigste Ergebnis dieser neueren Forschungen besteht darin, 
daB die Identitat der hauptsachlichsten Proteine, der sogenannten 
Globuline, deren Anteil 70° vom Gesamteiwei} der Samen betragt, 
bei den Samen verschiedener Arten der Cucurbitaceen nachgewiesen 
werden konnte. Diese Identitat konnte nicht nur auf chemischem Wege, 
sondern auch mittels physikalischer und biologischer Methoden fest- 
gestellt werden, iiber die im folgenden eine Ubersicht gegeben wird. 

A. Chemische Methoden. 1. Quantitative Elementaranalyse ; 
2. Bestimmung des Gehalts an einigen Aminosaduren; 3. Stickstoff- 
bestimmungen in verschiedenen Fraktionen des Hydrolysats; 4. Farb- 
reaktionen. 

B. Physikalische Methoden. 1. Spezifisches Drehungsvermégen ; 
2. Kalorimetrische Daten; 3. Kristallographische Analyse; 4. Kristall- 
optische Indices. 

C. Biologische Methoden. 1. Prazipitationsreaktionen; 2. Hervor- 
rufung des Anaphylaxieschocks bei Meerschweinchen; 3. Die Ent- 
wicklung passiver Anaphylaxie bei Meerschweinchen. 

AuBer den erwaihnten Methoden kénnen zur Feststellung der 
Identitat oder der Verschiedenheit von Proteinen mit Vorteil phystkalisch- 
chemische Indices herangezogen werden. Ihre Auswertung ist an Be- 
deutung den eigentlichen chemischen Methoden nicht unterlegen, 
da in ihnen die innere chemische Struktur des_,,Proteinmolekiils* 
einen Ausdruck findet. Zur vorliegenden Untersuchung erfolgte daher 
die Bestimmung von Refraktion, Viskositaét und Oberflachenspannung 
der verschiedenen ,,Globuline‘‘, wovon die letztere zur Kennzeichnung 
der Stabilitat kolloider Lésungen besonders charakteristisch ist. 

11* 








164 H. Leontjew: 


Die Bestimmung dieser physikalisch-chemischen Kennzahlen gab 
die Méglichkeit, die Identitat von Proteinen aus den Samen von Phaseolus 
vulgaris L., Ph. aureus Roxb. (5) und Pisum sativum L. mit einem 
Caseinpriparat aus Kuhmilch zu konstatieren. Dieser Befund wurde 
auch auf immunologischem Wege bestatigt (5) (7) (8). 

Die Giltigkeit dieser Feststellungen auch fiir die Globuline aus 
den Samen der Cucurbitaceen war experimentell leicht zu erweisen. 
Tabelle I gibt einige Daten fiir Globulinlésungen (1° in 0,5 n NaOH) 
aus den Samen von Wassermelonen, Melonen und Kiirbissen, die nach 
der Methode von Osborne (9) erhalten worden waren. Eine Identitat 
der Proteine verschiedener Herkunft ist leicht zu konstatieren. 


Tabelle I. 





Globuline aus Samen 





Physikalisch-chemische Indices 


Citrullus Cucumis Cucurbita 
vulg. Schr. melo L. max. L. 
Viskositat in dyn/em bei 18°C 0,013 | 0,013 0,013 
Refraktion bei — 20°C... 1,3397 1,3399 1,3397 
Oberflachenspannung 
in dyn/em bei 20°C . . . 58,2 | 69,7 60,3 
Dichte bei 20°C... . 2... 1,023 1,022 1,023 


Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs, des Tyrosins und des 
Tryptophans lieferte bei den Proteinlésungen aus den Samen der drei 
genannten Pflanzen gut iibereinstimmende Werte (Tabelle II). 





Tabelle II. 


Globuline aus Samen 








i Citrullus Cucumis Cucurbita 

I vulg. Schr. melo L, max. L. 
Mn = —- a ei a ee i ame : rn nr ern] 
Stickstoff nach Kjeldahl in °/y 18,30 | 18,20 18,25 
Tyrosin nach Weiss in °/p 4,86 | 4,89 4.66 
Tryptophan nach Voisinet in °/y 2,78 | 2,49 2,60 


Die gewoéhnlichen Farbreaktionen auf Proteine waren bei diesen 
,,Globulinen“’ ebenso wie die Reaktion nach Ruhemann (Ninhydrin) 
positiv. Die Reaktionen nach Molisch und Liebermann waren negativ. 

Die Bestimmungen des spezifischen Drehungsvermégens der 
Lésungen der drei Globuline ergaben gleichfalls iibereinstimmende 
Werte (Tabelle III). 

Aus der Ubereinstimmung dieser Werte war leicht der Gedanke 
abzuleiten, die von Woodman (10) fiir ahnliche Zwecke vorgeschlagenen 
Racemisationskurven als Kriterium der Identitaét der ,,Globuline“ 
aus den Samen dieser Pflanzenarten zu benutzen. 
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Tabelle III. 





19/, Lisung von Globulin (x8° 

in 0,6n NaOH aus Samen D 
Wassermelonen ....... — 35,4 
OR asia ee ee: ene — 38,3 
Binet he ee a — 38,4 


Der Versuch bestatigte diese Annahme vollstandig. 1°,ige L6- 
sungen (in 0,4n NaQH) dieser ,,Globuline“, die durch aschefreies 
Filtrierpapier filtriert waren, gaben bei 35 bis 40° C* folgende iiberein- 
stimmende Racemisationsdaten (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 











| Speritisches Drehungsvermigen, Spezifisches Drehungsvermiégen, ; 
| oige Lésungen der Globuline 19 /oige Lisungen der Globuline Ff 
Zeit | in 0,5 n NaOH aus Samen Zeit in 0,5n NaOH aus Samen j 
Citrullus Cucumis | Cue urbita Cc itrullus Cucumis Cucurbita 
Std. vulg. Schr. melo L. max. L. Std. vulg. Sehr. melo L. max. L. 
0,5 | — 35,4* | —38,3*| —384*] 144 | —15,0* —14,0* | —15,5* 
24 | —302 | —33,6 | — 34,2 168 — 14,0 — 13,0 — 15,5 
48 hee 26,0 — 80,0 — 26,5 192 —140 —13,0 — 15,0 
72 | —%86 | —278 | —228 216 | —1386 | —180 | —140 
9 | —210 | 222 |—195 | 240 |—130 | —120 | —180 
120 — 19,0 — 17,4 — 17,5 


* Die Zahlen der ganzen Spalte stellen Mittelwerte mehrerer paralleler Bestimmungen dar. 


iraphisch ist das Ergebnis noch augenfalliger (Abb. 1). 

Die auf Grund der Uber- 
einstimmung der physika- 
lisch-chemischen Werte (Ta- 
bellen I bis Ill)  festge- 
stellte Tatsache der Identitat 
der ,,Globuline‘‘ aus Samen 
der Wassermelonen, Melonen 
und Kiirbisse wird durch 
die Ubereinstimmung der 
Racemisationskurven dieser 
Proteine noch  bekraftigt a a5 WG 744 2 «£40 
(Tabelle T1V und Abb. 1). Za ‘n Stunden 

Diese oben angefiihrten Abb. 1. 
Versuche stimmen vollstan- 
dig mit den friiher veréffentlichten Arbeiten iiberein, die die Iden- 
titét der ,,Globuline‘’ aus Samen von acht verschiedenen Arten dieser 
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Pflanzenfamilie nachweisen (2) (3) (4) und schlieBen somit jeglichen 
Zweifel an der Identitat der ,,Globuline“ aus Samen aller Kiirbis- 
arten aus. 

Schlubfolgerungen. 

1. Die Lésungen der nach Osborne aus Samen von Wassermelonen, 
Melonen und Kiirbissen ausgeschiedenen ,,Globuline’ ergeben iiberein- 
stimmende physikalisch-chemische Daten. 2. Die Racemisationskurven 
der Lésungen dieser ,,Globuline*‘ decken sich gegenseitig. 3. Die durch 
chemische, physikalische und biochemische Methoden festgestellte 
Identitat der ,,Globuline‘‘ aus Samen der wichtigsten Arten der Cucur- 
bitaceae wird noch durch physikalisch-chemische Methoden bekraftigt. 
4. Die Gesamtheit aller experimentellen Forschungen auf diesem Gebiet 
gestatten die Behauptung aufzustellen, daB die Globuline aus den Samen 
aller Arten der Cucurbitaceae identisch sind’. 
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1 Anmerkung zur Korrektur. Nach einer chemischen und immuno- 
logischen Untersuchung der Globuline aus den Samen von 38 Arten und 
Variationen derselben Familie sagt R. Hirohata (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
212, 1, 1932) auch, daB bei dem Versuch ihrer Differenzierung negative 
Resultate erhalten wurden. 

















Zur Thermodynamik des Systems der Fumarase. 
Von 
Kurt P. Jacobsohn. 

Unter experimenteller Mitarbeit von F. B. Pereira und J. Tapadinhas. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral in Lissabon.) 
(Eingegangen am 45. September 1934.) 

Einfiihrung. 

In Untersuchungen ,,iiber die enzymatische Gleichgewichtsreaktion 
zwischen Hexose-diphosphorsdiure und Dioxy-aceton-phosphorsaure 
haben Meyerhof und Lohmann (1) vor kurzem einen physiologisch 
wichtigen FermentprozeB der kinetischen Analyse entgegengefiihrt. 
Ihre Resultate beanspruchen um so mehr Beachtung, als sie zur Auf- 
klarung der kinetischen Probleme der enzymatischen Gleichgewichte 
beitragen, die bisher nur selten Gegenstand eingehender Forschung 
waren. Wir kennen vor allem die klassischen Arbeiten der Bodenstein- 
schen Schule (2) sowie die Hypothese v. Hulers (3) tiber die Kinetik 
reversibler Prozesse und ihre Abhangigkeit von den Affinitaten des 
wirkenden Ferments gegentiber den Komponenten des Systems. Jonescu 
und Kizyk (4) stellten zwar kiirzlich fest, daB die Beweisfiihrung 
v. Eulers auf einer irrtiimlichen Auslegung des Versuchsmaterials 
Bourquelots iiber die enzymatische Synthese und Hydrolyse des f-Methyl- 
glucosids beruhte, wir fanden indessen schon vor 2 Jahren (5) im 
Fermentsystem der Fumarase eine neue reversible Enzymreaktion, 
deren Kinetik der Theorie v. Lulers zu folgen scheint. Uberhaupt 
stellte sich die Fumarase als fast ideales Versuchsmodell zur Bestatigung 
und weiteren Erforschung der Gesetze der enzymatischen Wirkung 
heraus und ist deshalb seit lingerer Zeit Gegenstand unserer Unter- 
suchungen (6). In deren Verlauf machten wir nun die Beobachtung, 
daB das Gleichgewicht: Fumarsiure + Wasser > |-Apfelsaiure stark 
temperaturabhangig ist, und glaubten feststellen zu diirfen, daB ein 
EinfluB der Temperatur auf enzymatische Gleichgewichte bis dahin 
noch nicht in der biochemischen Literatur erwaihnt worden war (5). 
Um so interessanter waren uns die neuen Ergebnisse von Meyerhof 
und Lohmann (I. ¢.), nach denen auch das von ihnen untersuchte Gleich- 
gewicht weitgehend durch Anderung der Versuchstemperatur  ver- 
schoben werden kann. Ihre Resultate veranlaBten uns, unsere alteren 
Arbeiten in quantitativer Hinsicht auszubauen und unsere Ergebnisse 
mit den ihren zu vergleichen. Wir wurden weiter durch eine Bemerkung 
W. Franke s (7) zur erneuten Bestatigung unserer Resultate herausgefordert, 
der die Temperaturabhangigkeit des Gleichgewichts Fumarat — 
]-Malat unter der Wirkung der Fumarase als ,,féuBerst unwahrscheinlich“*‘ 
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bezeichnet und unsere Ergebnisse mit mangelhafter Methodik bei der 
Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten zu erklaren versucht. Auch 
wir stellten schon friither fest (1. ¢.), daB der abnorm hohe EinfluB der 
Temperatur auf unseren Gleichgewichtsquotienten nicht in Einklang 
mit den geringen Energieverschiebungen im System zu bringen war; 
an vermeintlichen Ungenauigkeiten unserer wohlerprobten _ polari- 
metrischen Methodik indessen konnten die Erklarungsversuche nicht 
ansetzen, solange nicht unsere Versuchsergebnisse durch experimentelle 
Beweise erschiittert worden waren. In Anbetracht der grundsatzlichen 
Wichtigkeit unserer Befunde haben wir es aber unternommen, unsere 
polarimetrischen Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit durch die direkte 
gravimetrische Bestimmung der Gleichgewichtskomponenten zu _ er- 
ginzen und zu erharten. AuBerdem haben wir den Versuch gemacht, 
fiir die anormal groBe Temperaturabhangigkeit des Gleichgewichts 
eine theoretische Erklirung zu finden. 


Versuche zur Temperatur-Abhdngigkeit des Gleichgewichtes. 


In erster Linie wandten wir uns dem quantitativen Ausbau unserer 
polarimetrischen Ergebnisse zu. Die Versuchsanordnung und -Aus- 
wertung war die gleiche wie bei unseren friiheren Arbeiten (5)(6), 
d.h. es wurde nach Einstellung des Gleichgewichts die 1-Apfelsaure- 
konzentration in aliquoten Teilen der Versuchsansatze auf polarimetri- 
schem Wege in Gegenwart von Ammonmolybdat bestimmt. Eine 
spezifische Drehung des l-Malats von [x]) — + 750° unter unseren Ver- 
suchsbedingungen Jat die Genauigkeit der Methodik erkennen, zumal 
in dieser Arbeit die Ablesungen im 2-dm-Rohr vorgerommen wurden. 
Als Enzympraparat diente wiederum der bewahrte (8) Schweineleber- 
saft, der in bestimmtem Verhaltnis mit der neutralen Substratlésung 
vereinigt wurde. Wir erhielten, nach Beendigung der enzymatischen 
Hydratisierung bei 38°, die Gleichgewichtsdrehungen fiir die ver- 
schiedenen Versuchstemperaturen, indem ein und derselbe Ansatz 
nacheinander fiir je eine Nacht in den Brutschrank, in den Eis- 
schrank, auf Zimmertemperatuf und wieder in einen Thermostaten 
héherer Temperatur gebracht wurde, und aliquote Fliissigkeitsmengen 
— nach erfolgter Verschiebung des Gleichgewichts — polarimetrisch 
analysiert wurden. Unsere héchste Versuchstemperatur war 54°, bei 
der nach unseren Erfahrungen die Verschiebung des Gleichgewichts 
noch schneller erfolgt als die Hitzeinaktivierung der Fumarase. Wir 
haben friiher nachgewiesen (9), da bei dieser Temperatur nach 
40 Minuten Erhitzen noch 43°, der urspriinglichen Fermentaktivitat 
erhalten waren, und konnten jetzt zeigen, da unser Versuchsansatz 
nach Einstellung des neuen Gleichgewichts bei 54° noch zugesetztes 
Fumarat enzymatisch umsetzte. 
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Ein Teil unserer Resultate geht aus folgender Tabelle hervor, deren 
Werte teilweise neu sind und teilweise unsere friiheren Ergebnisse 
bestaitigen. Sie gelten fiir einen 0,173-m Fumaratansatz. 





iathiidiiaaat -Mali rx 
Temperatur En me Kp** = Bent i cere 
38° 13,709 3,8 
5 15,45 8,4 
15 15,00 6,5 
25 14,45 5,1 
54 12,50 2,6 


* Die verzeichneten Drehungen sind bereits um die geringfiigige Eigenrotation der 
Fermentlisung korrigiert. Ebenso wurde der Ausdehnungskoeffizient der entnommenen 
Flissigkeitsproben beriicksichtigt; alle Werte sind auf 20° reduziert. Die polarimetrischen 
Ablesungen wurden alle bei Zimmertemperatur vorgenommen. — ** Wir werden im folgenden 
die Gleichgewichtskonstante K stets mit einem Suffix (A3,) versehen, das die Versuchs- 
temperatur kennzeichnet. Indessen stellen die verzeichneten Daten fiir diesen Quotienten 
den reziproken Wert der Konstanten unserer friiheren Arbeiten dar. Wir folgen damit einem 
Brauch der Thermochemie (siehe E. J. Fulmer, Ergebnisse der Enzymforschung I, 1, 1932), 
nach dem die Gleichgewichtskonstante gleich dem Verhiltnis des Konzentrationsproduktes 
der Komponenten der rechten Seite der Reaktionsgleichung zu dem der linken ist, wenn der 
ProzeB von links nach rechts fortschreitet. Eine solche Festlegung ist notwendig, um bei 
den thermodynamischen Grifen Verwechselungen bei den Vorzeichen zu vermeiden. 


Zur Berechnung der Gleichgewichtskonstanten wird fiir die Apfel- 
sdurekonzentration die gefundene Enddrehung des Ansatzes (r,.) 
eingesetzt; die Fumarséuremenge im Gleichgewicht ergibt sich fiir den 
erwahnten Ansatz (gleichfalls als ]-Malat berechnet) aus der Differenz 
zwischen der Drehung einer 0,173-m 1-Apfelsiurelésung (rg = 17,3°; 
d = 2) und der Endrotation (r,,) der Versuchsfliissigkeit. | K ; : = *O8 

\ 0 x / 

Weiterhin stellten wir unter Bestatigung friiherer Befunde fest, 
daB bei jeder Temperatur die Lage des Gleichgewichts nach dem Gesetz 
der Massenwirkung unabhangig von der Ferment- und Substrat- 
konzentration ist, und daB derselbe Quotient erhalten wird, gleichviel 
ob Fumarsaure oder ]-Apfelsdure als Ausgangssubstrat dienten. 


{Wenn wir in einer alteren Untersuchung (5) Abhangigkeit des 
Gleichgewichtsquotienten von der Herkunft und Behandlung des 
Fermentmaterials beobachteten, so glauben wir spiteren Beob- 
achtungen (10) entnehmen zu kénnen, daB diese Anomalie auf die 
hochkolloide Struktur gewisser Fermentpraparate zuriickzufihren ist, 
bei deren Verwendung die Verainderung der Wasserkonzentration im 
Verlauf des hydratatischen Prozesses bei der Berechnung der Gleich- 
gewichtskonstanten beriicksichtigt werden miBte. Wir nehmen in 

Malat 


diesen Fallen also nur Verschiebung des Quotienten: ' ; an, 
“umara 
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[l-Malat] 

- [Fumarat] [Wasser] 
peratur konstant ware und unabhangig vom Fermentmaterial. Wir 
konnten jedenfalls nachweisen (10), daB der Gleichgewichtsquotient 
der beiden Substrate in Gegenwart von Glycerin, Glykol und von 
Glucose zugunsten des Fumarats verschoben ist, ohne daB diese Er- 
scheinung etwa durch die teilweise Substitution des Wassers durch die 
erwahnten Alkohole zu begriinden wire.] 


wahrend der Ausdruck Ky = bei gegebener Tem- 


Wurde in diesen polarimetrischen Bestimmungen die Drehung 
der ]-Apfelsiure im Gleichgewicht zur Berechnung der Konstanten 
verwendet, so war bei unseren gravimetrischen Versuchen die Fumar- 
siure Gegenstand der Analyse. Aus den polarimetrischen Versuchen 
folgt, daB bei 5° weniger als die Halfte an Fumarsiure im Gleichgewicht 
vorhanden sein miiBte als bei 54°, und zwar sollten von 1 g Fumarsiure 
als Ausgangssubstrat am Ende des Hydratisierungsprozesses bei 5° noch 
0,11 g und bei 54° 0,28 g unumgesetzt im Ansatzgemisch wiedergefunden 
werden. Diese Differenzen konnten bei einer guten gravimetrischen 
Methodik nicht tibersehen werden. Deshalb wurden zwei gréBere 
Ansitze, die nach dem Vorbild der polarimetrischen Versuche angestellt 
worden waren, nach Einstellung des Gleichgewichts bei 38° in zwei 
Halften geteilt, von denen die eine iiber Nacht im Eisschrank bei 5°, 
die andere in einem Thermostaten bei 54° belassen wurde. Sodann 
wurde die Drehung (in je 5 cem) der beiden Teile bestimmt, und diese 
dann — immer bei der entsprechenden Versuchstemperatur — mit 
konzentrierter Salpetersiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt. 
Die Ausfallung der Proteine wurde noch durch Erhitzen der Ansitze 
im Wasserbad geférdert, und darauf filtriert. In aliquoten Teilen des 
klaren Filtrates wurde dann die Fumarsaéure nach Hahn und Haar- 
mann (11) als Hg-Salz ausgefallt, das filtriert, gewaschen und gewogen 
wurde, 


In Versuch 1 wurden gemischt: 


0,862-m Fumarat ..........~. 40ccm 
Veronalpuffer (pH 6,8) ......... 40 ,, 
PII 5 en Se SS OS eae is at ea 
PE Be TG Wi ge aS eis te a 
a a a eh Bee a Noein a ee 


Analysiert wurden bei jeder Temperatur: 83 ccm Filtrat = 80 ccm Ansatz- 
fliissigkeit = 1,6 g Fumarsaure. 
r* —F 17,3 — 15,4 


1 5° w = 15,4°; 5 hs = 100. = ]]9 
Bei 5° war r.. 15,49; d.h Pe 1 17,3 b 


* r, gibt wie vorher die Drehung einer der Substratlésung aquimolaren 
]-Malatlésung wieder. Bei Verwendung von 1-Apfelsiure als Ausgangs- 
material ist 7, gleich der Anfangsdrehung der Versuchsfliissigkeit. 
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(nicht umgesetzte) Fumarséiure wurden polarimetrisch wiedergefunden ; 
1,6. 11 
im Gleichgewicht waren also von 1,6g Fumarséure 100 O,18 ¢ 
nicht hydratisiert. Gravimetrisch wurden gefunden: 0,813 g fumarsaures 
Hg = 0,18 g Fumarsaure. 
17,3 — 12,5 

Bei 54° war r.. = 12,5°; d.h. 100- 173 = 28°, (nicht um- 
gesetzte) Fumarséiure wurden polarimetrisch wiedergefunden. Es waren 
6.28 
100 
wurden in 83ccm Filtrat wiedergefunden: 1,903g fumarsaures Hg = 0,43 ¢ 
Fumarsaure. 


demnach - 0,45 g Fumarsiure nicht hydratisiert. Gravimetrisch 


In Versuch 2 wurde 1-Apjfelsdéure als Ausgangsmaterial verwandt, und 
zwar in doppelter molarer Konzentration wie in Ansatz | die Fumarsiure. 
Es wurden wiederum analysiert: je 83 ccm Filtrat = 80cem Ansatzfliissig- 
keit = 3,2 g¢ Substrat (als Fumarséiure berechnet). 

34,5 — 30,8 


Bei 5° war 7, = 30,8° (r)7 = 34,5°); d. h. 100- 11%, des 


34,5 
Substrats waren nach der polarimetrischen Bestimmung dehydratisiert, 
3,2. 11 sais di i 
so daB eine Ausbeute von 100 = 0,35 g Fumarsaure erwartet werden 


miBte. Gravimetrisch wurden gefunden: 1,560 g fumarsaures Hg = 0,35 g 
Fumarsaure. 


34,5 — 24,9 
Bei 54° war r. = 24,9; d. h. 100- 94.5 = 28°, der verwendeten 
34,5 
1-Apfelsiure waren nach der polarimetrischen Bestimmung enzymatisch 
0 3,2. 28 2 , 
dehydratisiert, so daB 100 = 0,90 g Fumarsiiure erwartet werden 


miiBten. Gravimetrisch wurden gefunden: 4,021 g fumarsaures Hg = 0,91 g 
Fumarsaure. 

Unsere Ergebnisse geben deutlich die Ubereinstimmung zwischen 
den polarimetrischen und gravimetrischen Bestimmungen zu erkennen. 
Es kann demnach kein Zweifel mehr itiber die Temperaturabhangigkeit 
des Gleichgewichts bestehen. 


Was nun die absoluten Werte (s. Tabelle) fiir die Gleichgewichts- 
konstante im System der Fumarsaure anbelangt, so weichen unsere 
Ergebnisse insofern von denen der anderen Autoren ab (12), als wir 
das Gleichgewicht stirker zugunsten der Apfelsiure verschoben fanden 
und demnach héhere Werte fiir K7 berechneten. Indessen ist die 
Mehrzahl der friiheren Arbeiten mit einer unzureichenden Methodik 
ausgefiihrt worden, und vor allem wurde die Versuchstemperatur 
meistens nicht beriicksichtigt. Diese ist nur bei Woolf (13) und in den 
interessanten elektrometrischen Untersuchungen von Lehmann und von 
Borsook und Schott (12) angegeben, ohne da8 einer dieser Autoren Be- 
stimmungen bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt hatte. Die 
elektrometrische Methodik besteht in der Messung und Auswertung 
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der Potentialdifferenzen, die im System der Succinodehydrase beob- 
achtet wurden, je nachdem ob das Redoxpotential in Gegenwart oder 
in Abwesenheit von Fumarase bestimmt wurde. Nun weisen aber 
Borsook und Schott selbst auf Anomalien hin, die bei ihrer Methodik 
auftauchen und darauf hindeuten, daB sie nicht frei von Fehlerquellen 
ist. Wir méchten daher annehmen, daB unsere polarimetrischen Werte 
fiir die Gleichgewichtskonstante den richtigen nahe kommen. 

Jedenfalls geht aus der Lage des Gleichgewichts bei gewéhnlicher 
Temperatur hervor, daB der HydratisierungsprozeB unter Abgabe freier 
Energie verlauft (— A == — A Fogg > 0), wahrend Arbeit am System 
aufgewendet werden mub, um die Wasserabspaltung aus 1-Aptelsaure 
zu vermitteln. Wir werden im folgenden die thermodynamischen 
Verhaltnisse im System einer quantitativen Analyse unterziehen und 
dabei einstweilen von der Voraussetzung ausgehen, da®B der unter- 
suchte reversible FermentprozeB ein echtes thermodynamisches Gleich- 
gewicht darstellt. 

Zur Thermodynamik des Systems. 

Die Anderung der freien Energie im Enzymsystem ]a8t sich dann 
nach der Reaktionsisotherme — 4 F = RT In K aus der Gleich- 
gewichtslage berechnen. Wir finden fiir die synthetische Reaktion 
bei 25°: — A Fy, = + 0,97 Cal, wahrend Borsook und Schott in ihren 
eingehenden Untersuchungen tiber die thermodynamischen Daten der 
]-Apfelsadure bei derselben Temperatur elektrometrisch — A F = 0,67Cal 
erhielten. Um denselben Wert auf rein thermischem Wege aus der 
Differenz der Bildungsenergien von Fumarséure + Wasser und von 
|-Apfelsiure zu ermitteln, mii®ten die genauen Daten von — A F fiir 
diese Verbindungen bekannt sein. Die amerikanischen Autoren haben 
aber erst mit Hilfe ihres experimentellen Wertes fiir die freie Energie des 
Systems exakte Zahlen iiber die Bildungsenergie der 1-Apfelsaure 
[als bivalentes Ion (— AF = + 201,9 Cal) und fest (— AF = 210,5 Cal)] 
zu erhalten versucht. Ebensowenig konnten wir unseren Versuchswert 
(— AF =0,97 Cal) zum Vergleich mit der Hydratisierungsenergie 
heranziehen, die aus der Formel AF = AH — TAS folgt, da Borsook 
und Schott auch die Entropie der Apfelsiurebildung eben erst durch 
Kinsetzung des experimentellen Wertes der Reaktionsisotherme in 
diese Gleichung berechneten. 

Diese Autoren benutzten nun dieselbe GréBe (— AF) auch zur 
thermischen Berechnung der Bildungswarme des bivalenten |-Malations 
(— A Hyg, = 258,1 Cal), indem sie die Hydratisierungswarme gleich 
der freien Energie setzten (— AH = — AF =0,67Cal) und die 
Summe der Bildungswirmen von Fumarsiure (dissoziiert) und Wasser 
um diesen Wert erhéhten. Aus der Verbrennungswarme der 1-Apfel- 
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siure ergibt sich andererseits die Bildungswarme der festen Verbindung 


bei 25° zu — AH = 261,89Cal. Zieht man nun diesen Wert von der 
Summe der Bildungswarmen der festen Fumarsiure [— JH 


= 194,38 Cal (14)] und des Wassers (— 4H = 68,31 Cal) ab, so erhalt 
man die Wdarmeténung des Hydratisierungsprozesses aus rein thermi- 
schen Daten zu — AH = —0,8Cal. Die erhebliche Temperaturabhangig- 
keit unseres Gleichgewichts gestattet indessen, die Reaktionswarme 
auch auf anderem Wege zu berechnen, und zwar nach der Reaktions- 
isochore: AH = R.InK,/K,/(1/7, —1,T,). Bei Einsetzung der 
Werte fiir Kz, und K, (s. Tabelle) erhalten wir fiir Zimmertemperatur : 
—AH = — 4,57. log 3,8 — log 8,4/(1/271 — 1,311) + 4,8 Cal. Im 
Gegensatz zum Ergebnis der thermischen Berechnung ware also der 
synthetische ProzeB stark exotherm. Es kann natiirlich kein Zweifel 
dariiber bestehen, da die erhebliche Differenz zwischen dem Werte 
der Isochore und dem aus thermischen Daten oder der Reaktions- 
isotherme (fiir 41H = AF) nicht etwa durch Versuchsfehler zu erklaren 
ist, sondern daB nur eine dieser GréBen thermodynamisch méglich ist. 

Foérderte nun in Gegenwart der Fumarase die Erniedrigung der Ver- 
suchstemperatur die Ausbeute an ]-Apfelsiure unter Abnahme der freien 
Energie des Systems (— 1H > 0; — AF > 0), so beobachten Meyerhof 
und Lohmann (15) in ihren Untersuchungen iiber die erwahnten Kohlen- 
hydrat-Phosphorsauren ,,eine freiwillige enzymatische Spaltung mit 
negativer! Warmeténung’ (— AH < 0; — AF > 0). 

Es ist interessant, hier festzustellen, daB auch diese Autoren eine 
deutliche, wenn auch bei weitem nicht so erhebliche Spanne zwischen dem 
Werte der Reaktionsisochore (— JH = —11,3Cal) und der Warme- 
tonung (— AH = —6Cal) beobachteten, die direkt kalorimetrisch ge- 
messen werden konnte. Die Autoren suchen nun diese Abweichung des 
experimentellen vom berechneten Werte dadurch zu erklaren, da ,,als 
Reaktionswirme U nicht die tatsaichliche Spaltungswirme in Lésung, 
sondern die Differenz des Energie-Inhaltes der festen Verbindungen benutzt 
werden miiBte, weil fiir die Anwendung der Reaktionsisochore auf einen 
solchen Vorgang eine ideale Lésung der Komponenten vorausgesetzt ist“. 
Sie weisen darauf hin, da bei nicht-phosphorylierten, gelésten Substrat- 
verbindungen ihres Systems die Energiedifferenz etwa halb so groB ist wie 
der Unterschied zwischen den Verbrennungswarmen (16). Sollten bei den 
Phosphorséure-Estern analoge Verhiltnisse vorliegen, so ware die Spanne 
zwischen der gemessenen und thermisch berechneten Warmeténung erklart. 

Im System der Fumarase lauft nun — bei Verwendung der be- 
kannten Fermentpraparate — die Reaktion zu langsam ab, als dab 
man ihre Warmeténung kalorimetrisch messen kinnte. Wir vergleichen 
deshalb den nach der Reaktionsisochore ermittelten Wert (— AH 


1 Wir verwenden fiir die thermodynamischen Daten die umgekehrten 
Vorzeichen. 
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4,1 Cal) einerseits mit der rein thermischen GréBe: — AH = —0,8 Cal, 
die wir aus der Differenz der Bildungswarmen der festen Komponenten 
des Systems erhalten haben; andererseits ziehen wir unter Anwendung 
der formulierten Arbeitshypothese Borsooks (AH = AF) die Reaktions- 
isotherme — AF = 0,97 Cal zum Vergleich heran, welche die Energie- 
differenz zwischen dem Fumarat- und dem Malation messen soll. 
Die beiden Werte liegen so dicht beieinander und so fern von dem 
der Isochore, daB die Annahme von Meyerhof und Lohmann fiir unser 
System bestimmt keine Anwendung finden kann. 


Um nun einer Aufklarung dieser Anomalie naherzukommen, 
stellten wir die Temperaturkoeffizienten des Hydratationsprozesses 
und der Reversion einander gegeniiber. Es muBte a priori angenommen 
werden, daB die beiden erhaltenen Werte grundsatzlich verschieden 
sind, da wir uns die Temperatur-Abhangigkeit des Systems so erklaren 
muBten, daB die Reaktionsgeschwindigkeit eines jeden der beiden 
Prozesse sich nicht in gleicher Weise bei Verinderung der Versuchs- 
temperatur steigerte oder abnahme, und zwar sollte bei Temperatur- 
erhéhung die enzymatische Wasserabspaltung aus 1-Malat  starker 
geférdert werden als die synthetische Reaktion. 


Uber die Temperaturkoeffizienten der systembildenden Reaktionen. 

Da wir die Temperatur-Abhangigkeit der beiden systembildenden 
Reaktionen unter vollkommen gleichen Bedingungen vergleichen wollen, 
messen wir nur das Verhaltnis ihrer Temperaturkoeffizienten nach der 

7 ky [ke 
allgemeinen Formel: =f 
k,/k, 

monomolekularen Geschwindigkeitskonstanten (5) des synthetischen 
Prozesses bzw. der Reversion dar, die einmal bei der Temperatur 7' 
(k, bzw, k,) und andererseits bei einer niedrigeren Temperatur 7” ge- 
messen werden sollen (k bzw. k,). Die Massenwirkungskonstanten 
der Reaktionsgeschwindigkeiten werden wie friiher (5) (6) durch polari- 
metrische Bestimmungen der 1|-Malatkonzentration in bestimmten 
Zeitabstinden ermittelt, und zwar fiir den HydratisierungsprozeB nach 


=. k, und k, baw. k, und k, stellen die 


7 ’ Tso 1 T 20 ee . . 
der Formel: k, (bzw. k,) = —-—--In ——— und fir die Reversion 
r) t ners 

%—T. | f—f 

1 P ’ 0 oo 0 oo 

nach der folgenden Gleichung: k, (bzw. k,) = -—-jIn ——- 
ro t r—T., 


Schon vor kurzem konnten wir nun zeigen (17), daB der EinfluB 
der Versuchstemperatur auf die Hydratisierungsgeschwindigkeit bei 
16° baw. 38° nicht merkbar vom Temperaturkoeffizienten des Reversions- 
prozesses abwich. In Anbetracht dieses so wichtigen Ergebnisses 
wiederholten wir diese Untersuchungen unter Veranderung der Versuchs- 
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bedingungen, um wieder feststellen zu miissen, daB die Anderungen 
der Versuchstemperatur die Geschwindigkeitskonstante bei beiden 
Prozessen in fast gleicher Weise beeinfluBt. Wir geben im folgenden 
ein Beispiel eines unserer Versuche, der bei den Temperaturen 25 baw. 38° 
angestellt worden war. 

Berechnen wir an Hand der gefundenen Temperaturkoeffizienten 


k, /k. 
die GréBe Q (siehe die folgende Tabelle), so erhalten wir: Q@ : Pa 
2/"s 
95/44 Se ae 
= 50/22 = 0,95. Der Temperaturkoeffizient des Hydratisierungs- 
50/22 


prozesses ist also wie bei unseren anderen Versuchen praktisch gleich 
dem der Reversion. Das Gleichgewicht im System der Fumarase 
diirfte demnach eigentlich nicht erheblich durch Anderung der 
Temperatur verschoben werden. Berechnen wir aber Q nach dem 
Massenwirkungsgesetz mit Hilfe der gefundenen Gleichgewichtsquotienten, 
so erhalten wir: 
K ce ky ky a Le Q’ 
a. _ —_  ” 

wobei K’ die Konstante bei der geringeren Temperatur darstellt. Unter 
Kinsetzung der fiir K und K’ gefundenen Werte ergibt sich fiir 38 
baw. 25°: Q’ = 3,8/5,1 = 0,75. Wir ermittelten aber experimentell aus 
den Temperaturkoeffizienten Q = 0,95. Der Unterschied zwischen 
diesen Werten wird noch krasser und stellt sich noch deutlicher auBer- 
halb der Fehlergrenzen, wenn man ein breiteres Temperaturintervall 
zum Vergleich heranzieht. Wir fanden Kj, = 3,8 und A,; = 6,5 und 
berechnen daher Q’ = 0,58; das experimentelle Verhaltnis der Tem- 
peraturkoeffizienten war indessen fiir diese Temperaturen Q = 0,9 (17). 

Schon in friiheren Untersuchungen (5) stellten wir aber fest, daB 
bei der Kinetik der (von uns ausschlieBlich verwendeten) Leberfumarase 
nicht nach dem Massenwirkungsgesetz K = k,/k,* ist, sondern wir 
fanden bei 38°: lke 

K 

finden, daB dieses Verhaltnis unabhingig von der Temperatur ist. 
Die obigen Versuche beweisen, daB diese Voraussetzung nicht zutrifft ; 
wohl war allgemein: Konst. = k,/k, =k, /k, = 2, die Gleichgewichts- 
konstante aber war temperaturbedingt. An dieser Tatsache muB der 
Erklarungsversuch dafiir ansetzen, daB das Gleichgewicht im System 
der Fumarase trotz recht geringer Energieverschiebungen bei Anderung 
der Versuchstemperatur so starke Verlagerungen erfahrt, daB nach 
der Reaktionsisochore eine betrachtliche Warmeténung gefunden wird. 


= 0,5. Wir konnten also nur fiir den Fall Q’ = Q 


* Nur unter dieser Voraussetzung wire Q’ = Q = K/K’ (s. oben). 
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Jedenfalls entnehmen wir diesen Berechnungen, daB der EinfluB 
der Versuchstemperatur auf das Gleichgewicht im System nicht durch 
ihre verschiedene Wirkung auf die Geschwindigkeit der synthetischen 
Reaktion und des Reversionsprozesses erklart werden kann. 


Hypothese zur Temperaturabhdngigkeit des Gleichgewichtes. 

Die eingangs erwahnte Theorie v. Lulers (3) fuBt nun gerade auf 
dem Unterschied zwischen dem Verhaltnis der Geschwindigkeits- 
konstanten in einem reversiblen System und der Gleichgewichts- 
konstanten. Sie erklart bekanntlich diese Anomalie, die dem Massen- 
wirkungsgesetz zu widersprechen scheint, durch die Annahme, dab 
die enzymatische Gleichgewichtsreaktion nicht zwischen den freien 
Komponenten des Systems vonstatten gehe, sondern zwischen mehr 
oder weniger dissoziierten Ferment-Substratverbindungen. Unter 
k,/ke 

K 
z. B. in unserem System die Dissoziationskonstante der Fumarase- 
Fumaratverbindung (K,,) gleich der Konstanten der Fumarase-]-Malat- 
verbindung (K,) ware. Bei 38° fanden wir nun (5), nach dem Vorgehen 
v. Eulers, durch Einsetzung unserer Versuchswerte in die Gleichung 


diesen Umstanden bestande nur dann die Beziehung: 1, wenn 


k,/ ky Ky 2 Kp : 
Se eS und ar.) & 2: 
| er ya 


Die ,,Affinitat‘’ der Fumarséiure zum Ferment ware also bei dieser 
Temperatur nach v. Euler doppelt so groB als die des 1-Malats zur 
Fumarase. 


Wir gehen nun weiter und nehmen an, dab die Dissoziations- 
konstanten unserer beiden Substrat-Fermentverbindungen von der 
Versuchstemperatur abhangig sind, und auBerdem, daB jede von ihnen 
einen eigenen Temperaturkoeffizienten hat. [Aus der Arbeit von v. Euler 
und Laurin (18) geht in der Tat eine Abhangigkeit der Michaelis- 
Konstante bei der enzymatischen Hydrolyse des Rohrzuckers von der 
Temperatur hervor; und Pereira und da Cruz (19) zeigten, daB auch 
die halbe Maximalgeschwindigkeit der enzymatischen Fumarathydrati- 
sierung durch die Versuchstemperatur beeinfluBt wird.] Wir fanden 
nun allgemein: konst. = k,/k, = 2; die Gleichgewichtskonstante war 
aber stark temperaturabhaingig. Bei 25° war K = 5,1; demnach ware 
bei dieser Temperatur das Verhaltnis der Dissoziationskonstanten: 
Kp kK 5,1 i oie cs a= ~~ a 
\ ae WT ges ie 2,6. Bei 15° (K,; = 6,5) ware Kyp/Ky 

M 1/"g 
= 6,5/2 = 3,3, und bei 5° (K, = 8,4; Ky /Ky — 4,2) ware das Ver- 
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haltnis der Dissoziationskonstanten schon mehr als doppelt so groB 
wie bei 38°. 

Unsere Hypothese stellt eine recht einfache Erklarung fiir den 
thermodynamisch abnorm groBen Einflu&g der Temperatur auf das 
Gleichgewicht dar, da sie auf der anerkannten Vorstellung mehr oder 
weniger dissoziierter Ferment-Substratverbindungen fuBt. Deren 
Kigenschaften allein waren also fiir die Temperatur-Abhangigkeit der 
Gleichgewichtskonstanten verantwortlich und nicht die energetischen 
Bedingungen des Systems. Das gefundene enzymatische Gleichgewicht 
diirfte demnach nicht mehr als echt thermodynamisch betrachtet werden. 
Daraus folgt wieder, daB die Wdrmeténung des Enzymprozesses nicht 
an Hand der Reaktionsisochore berechnet werden diirfte, sondern nur 
aus den thermischen Daten der Komponenten des Systems. Wenn man 
nun unter EKinsetzung der thermisch ermittelten Werte fiir die Hydrati- 
sierungswarme (— A Hyg. = —0,8 Cal bzw. + 0,97 Cal!) in die Reak- 
tionsisochore die Gleichgewichtskonstanten bei verschiedener Tempe- 
ratur errechnet, so erhalt man Unterschiede, die methodisch kaum noch 
erfaBbar waren (K/K’ =Q’ =1). In der Tat ermittelten wir bei 
unseren Versuchen tiber das Verhaltnis der Temperaturkoeffizienten 
im System bei 15 bzw. 38°: Q@ = 0,9 (17) und bei 25 bzw. 38°: 
Q = 0,95. 


Die geringe Warmeténung des Systems macht in Anbetracht der 
gegebenen Versuchsfehler auch verstandlich, daB wir fiir das Ver- 
haltnis der beiden Geschwindigkeitskonstanten bei allen untersuchten 


Temperaturen praktisch denselben Quotienten beobachteten (7 ea 2}, 

2 
Dieser Wert stellt nun nach dem Massenwirkungsgesetz die ,,thermo- 
dynamische* Gleichgewichtskonstante des Systems bei biologischen 
Temperaturen dar, die nach unserer Hypothese gefunden werden 
miubte, wenn das Gleichgewicht durch einen nichtenzymatischen 
Katalysator eingestellt wiirde. Mit Hilfe dieser Konstanten (K = 2) 
miuBbte — bei Giiltigkeit unserer Theorie — auch die freie Energic 
des Hydratisierungsprozesses (bzw. der Reversion) ermittelt werden; 
man erhalt dann — JF = 0,41 Cal (statt — JF = 0,97 Cal beim 
enzymatischen Gleichgewicht). Daraus folgt, daB die thermodyna- 
mischen Daten der 1-Apfelsaure, soweit sie von Borsook und Schott (12) 
mit Hilfe der enzymatischen Gleichgewichtskonstanten und dem 
daraus ermittelten Wert fiir die Reaktionsisotherme berechnet wurden, 
um 0,27 Cal zu hoch angesetzt waren. Doch diirfte dieser Betrag 
in die Fehlergrenze der Berechnung fallen. 


1 Siehe auch den folgenden Abschnitt (— 4F = — AH = 0,41 Cal). 
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Die Auffindung eines nicht enzymatischen Katalysators, dessen 
k 
Anwendung zur Gleichgewichtskonstante K = — = 2 fihrte, wiirde 


ky 
eine Bestaétigung unserer Theorie! darstellen. 


Zusammenfassung. 

1. Die Temperaturabhangigkeit der enzymatischen Gleichgewichts- 

reaktion: Fumarsaure — 1-Apfelsaure wird durch genaue Bestimmungen 

1-Malat 
 Fumarat 
statigt (K; = 8,4; K,, = 5,1; K;, = 2,1). Es wird durch gravimetrische 
Bestimmung der Fumarsaéure nach Einstellung des Gleichgewichts 
bei 5 bzw. 54° nachgewiesen, daB die polarimetrische Bestimmung 
der ]-Apfelsiure am Ende der enzymatischen Umsetzung zu richtigen 
Werten fiir die Gleichgewichtskonstanten gefiihrt hat. 

2. Bei Einsetzung der experimentellen Werte fiir die Gleichgewichts- 
quotienten in die Reaktionsisochore ergeben sich abnorm hohe Werte 
fiir die Hydratisierungswarme im System (— 41H = 4,1 Cal), waihrend 
aus der Differenz der Bildungswirmen der festen Komponenten 
(— AH = —0,8 Cal) folgt. 

3. Nach dem Massenwirkungsgesetz sollte das Verhaltnis zwischen 
dem Temperaturkoeffizienten des enzymatischen Prozesses  (k,/k,) 
und dem der Reversion (h, k’) durch den Quotienten der Gleich- 
gewichtskonstanten ausgedriickt werden kénnen (Q’ = Kyg/K, = 0,58); 
wir stellten aber fest, daB die Versuchstemperatur auf die Geschwindig- 
keiten dieser beiden systembildenden Reaktionen fast den gleichen 


- fie’ 


pnd ant ks 
i,/k, - O09 
4. Es wird daher unter Erweiterung der Theorie v. Eulers iiber die 
enzymatischen Gleichgewichte angenommen, dab Anderungen der Ver- 
suchstemperatur die Dissoziationskonstante der Fumarase /Fumaratver- 
bindung (K,) in anderer Weise beeinflussen wie die Konstante (Ky) 
der Ferment-l-Malatverbindung. (Bei 38°: Ky, /Ky = 2; bei 5°: Kp /K y 
= 4,2.) Da k,/k, = konst. und wd ee 
2. 1/*e st. : Tok 
1 “2 


des Quotienten Ky = bei verschiedenen Temperaturen be- 


EinfluB ausiibt |Q = 


F ; Say 
ist die Gleichgewichts- 

Ky 
konstante des Enzymsystems vom Verhaltnis der Dissoziationskonstanten 
bei den verschiedenen Temperaturen abhangig und entspricht nicht 


! Diese stellt vorerst einen Versuch zur Klarung des angeschnittenen 
Problems dar, ohne es schon vollkommen zu lésen. So erscheint die Konstanz 
der monomolekularen Geschwindigkeitskoeffizienten im Ablauf des Ferment- 
prozesses, die trotz der hypothetischen Anomalien der Enzymkinetik beob- 
achtet wurde (5), nicht ohne weiteres verstandlich. 
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den thermodynamischen Eigenschaften seiner Komponenten. Die 
Wdrmeténung des reversiblen Prozesses darf daher nicht nach der 
Reaktionsisochore berechnet werden, sondern auf thermischem Wege. 
Ebenso miiBte die frete Energie nach der Reaktionsisotherme mittels 
der echten thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten ermittelt 
werden, die sich aus dem bei allen biclogischen Temperaturen prak- 
tisch konstanten Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten der 


k 
systembildenden Prozesse ergibt (x == Ss cme 2} Man erhalt dann: 
2 


1 Fy, = 0,41 Cal. 
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Eine mikrotitrimetrische Methode zur Bestimmung yon 
Sulfaten im Plasma. 


Von 
KE. Qllgaard. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitét Kopenhagen und der 
medizinischen Abteilung des Krankenhauses in Skive.) 


(Hingegangen am 2. September 1954.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wahrend zahlreiche Untersuchungen tiber den Gehalt des Blutes 
an Bicarbonaten, Chloriden und Phosphaten vorliegen, sind Unter- 
suchungen iiber dessen Sulfatgehalt recht gering an der Zahl. Dies 
ist sicher gr6Btenteils auf die Schwierigkeiten zuriickzufiihren, die mit 
der Bestimmung von Sulfaten, namentlich in den geringen im Blute 
vorkommenden Mengen, verbunden sind. 


Die verschiedenen zur Bestimmung von Sulfaten angegebenen Methoden 
beruhen im wesentlichen auf drei Verfahren: 1. ihrer Reduktion zu Sulfiden 
oder 2. ihrer Fallung als Bariumsulfat oder 3. als Benzidinsulfat. 


Die von ter Meulen und Lorant angewendete Sulfidbildung ist recht 
umstandlich und zu Serienuntersuchungen wenig geeignet. Die Fallung 
der Sulfate als Bariumsulfat wurde von Meyer-Bisch, Pohorecka-Lelesz, 
Loeb und Benedict zur gravimetrischen Bestimmung benutzt, doch fordert 
sie, da es sich, wie erwahnt, um die Bestimmung sehr kleiner Mengen handelt, 
zur Erzielung einigermaSen genauer Ergebnisse recht groBe Mengen von 
Blut. Eine nephelometrische Bestimmung des gefallten Bariumsulfats 
wurde angegeben von Denis, Denis-Reed und Chartron, doch ist die ge- 
bildete Triibung nach Cope stark abhingig vom py der Lésung und der 
Zusammensetzung des Blutfiltrats, besonders von dessen Gehalt an Tri- 
chloressigsiure, falls diese als Fallungsmittel gebraucht wurde. 


Weitaus die meisten Methoden beruhen auf der Fallung der Sulfate 
als Benzidinsulfat, wobei dann die gefallte Benzidinmenge entweder durch 
Titration mit einer starken Base (White, Sager, Pohorecka-Lelesz, Chartron, 
Lesure-Dunez, Cope) oder kolorimetrisch (Hubbard, Wakefield, Cuthbertson- 
Tompsett) bestimmt wird. Eine spezifische und quantitative Fallung von 
Sulfaten mit Benzidin ist indessen mit verschiedenen Schwierigkeiten ver- 
bunden, wenn sie in einem proteinfreien Blutfiltrat stattfinden soll, da 
dieses auBer Sulfaten noch andere Stoffe enthalt, die mit Benzidin schwer- 
lésliche Verbindungen bilden. Wie bei der Benzidinfallung in Harn liegt 
die Schwierigkeit darin, Sulfate von Phosphaten zu trennen, wahrend der 
Umstand, da8 groBe Chloridmengen die Léslichkeit des Benzidinsulfats 
erhéhen, hier nicht zur Auswirkung kommt. Zur Vermeidung des Mit- 
ausfallens von Phosphaten soll die Lésung in geeigneter Weise angeséuert 
sein — pu | bis 2 bei groBen, pu 2 bis 3 bei kleinen Phosphatmengen —, 
da aber andererseits die Léslichkeit des Benzidinsulfats mit fallendem py 
zunimmt, ist man im ersteren Falle genétigt, die Phosphate vorher zu 
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entfernen. Da es sich um sehr geringe Sulfatkonzentrationen handelt, ist 
zur quantitativen Ausfaillung eine recht hohe Benzidinkonzentration er- 
forderlich, wodurch man wiederum das MitreiBen eines Teiles der Phosphate 
riskiert. Diese Verhaltnisse machen es verstéandlich, daB die auf diesem 
Prinzip beruhende Methoden nur dann genaue Ergebnisse versprechen, 
wenn die angegebenen Fallungsbedingungen sehr genau eingehalten werden, 
was in einem so verénderlichen Milieu, wie es das Blut ist, oft sechwer fallt. 

Die direkte Titration von Sulfaten mit Bariumchlorid ist friiher un- 
mdéglich gewesen, da kein Indikator bekannt war, der den Endpunkt der 
Titration hatte angeben kénnen. Man besitzt aber nunmehr, wie Feigl 
gezeigt hat, in der Rhodizonséure einen sehr empfindlichen und spezifischen 
Indikator fiir Barium, indem dieses mit Rhodizonsaéure ein schwerlésliches 
und stark rotgefarbtes Rhodizonat bildet. Dieser Umstand wurde von 
Strebinger und Zombory zur Ausarbeitung einer Titrationsmethode benutzt, 
welche darauf beruht, daB der rote Niederschlag von Bariumrhodizonat 
beim Zusatz von Sulfaten entfarbt wird, da sich dabei das noch schwerer 
lésliche Bariumsulfat bildet. Titriert man also eine mit Natriumrhodizonat 
versetzte Bariumchloridlésung mit Schwefelséure, so behalt die Lésung 
ihre rote Farbe, bis alles Barium als Sulfat ausgefallt ist; sodann wird 
die Lésung farblos, da die freie Rhodizonsaure sehr unbestandig ist. Titriert 
man dagegen mit einem Alkalisulfat bei neutraler Reaktion, so schlagt 
die Farbe von Rot in Gelb um, da das Natriumrhodizonat gelb gefarbt ist. 
Der umgekehrte Titrationsvorgang, die Titration von Schwefelséure mit 
Bariumchlorid, lieB sich hingegen nicht durechfiihren, da der Indikator 
beim Zusatz zur Schwefelsiure sogleich gespalten wird, und andererseits, 
bei Titration in neutraler Lésung, der Umschlag von Gelb in Rot nicht 
deutlich genug ist. .Strebinger und Zombory setzen daher in diesem Falle 
einen Uberschu8 von Bariumchlorid zu und titrieren mit Schwefelsaure 
zuriick. Raeder hat indessen gezeigt, daB die direkte Titration einer Sulfat- 
l6sung mit Bariumchlorid und Natriumrhodizonat als Indikator durch- 
fiihrbar ist, wenn man sie in stark alkoholischem Milieu, bei neutraler 
Reaktion und in der Warme vornimmt. 


Die erste Voraussetzung fiir eine Uberfiihrung dieses Prinzips auf 
die Mikrobestimmung von Sulfaten im Blute ist die ausreichende 
Empfindlichkeit der Rhodizonatreaktion. Raeder gibt an, daB ein 
Tropfen n/100 BaCl,-Lésung in einer alkoholischen Na-Rhodizonat- 
lésung einen deutlichen Umschlag von Gelb in Rot bewirkt, was also 
einer Schwefelmenge von 0,007 mg entspricht. Es zeigt sich aber, 
daB noch geringere Mengen von Bariumchlorid ausreichend sind: setzt 
man z. B. zu 2cem einer auf etwa 65° erwirmten Lésung von wenig 
Natriumrhodizonat in 80%igem Alkohol 1 ecmm n/50 BaCl,, so erhalt 
man einen deutlichen Umschlag, der etwa 0,0003 mg S entspricht. 
Da die Menge des anorganischen Schwefels im Serum etwa 1 mg-% 8 
betrigt, sollte es also méglich sein, den Schwefelgehalt von 1 ccm 
Serum mit einem Fehler von weniger als 5%, zu bestimmen. 

Eine direkte Titration von Sulfaten mit Bariumchlorid in protein- 
freiem Serumfiltrat ist indessen undurchfihrbar, da die Titration, wie 
erwihnt, bei neutraler Reaktion vor sich gehen soll, wobei auBer Sulfaten 
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auch Phosphate und andere unlésliche Bariumverbindungen ausfallen. 
Die von Strebinger und Zombory angegebene indirekte Titration, die 
in essigsaurer Lésung sehr brauchbar ist, macht als Mikrotitration 
Schwierigkeiten, da das rote Bariumrhodizonat an den Bariumsulfat- 
niederschlag adsorbiert und damit der Farbumschlag undeutlich gemacht 
witd. Ich habe es daher vorgezogen, die Sulfate zuerst durch Fallung 
mit Benzidin zu isolieren, den hierbei erhaltenen Niederschlag in 
ammoniumchloridhaltigem Alkohol zu lésen, und diese Lésung mit 
BaCl, und Na-Rhodizonat als Indikator zu titrieren. Die Gegenwart von 
reichlichen Mengen neutraler Salze stért die Titration nicht, der Um- 
schlag scheint eher etwas scharfer zu werden, indem die rote Farbe 
starker und blaulicher wird. Da das Mitausfallen von Phosphaten auch 
hier zu hohe Werte ergeben wiirde, setzt man dem Alkohol auBer 
Ammoniumchlorid auch Magnesiumchlorid zu, wodurch eventuell 
vorhandene Phosphate gefallt werden. 

Zur Benzidinfallung diente das von Hubbard angegebene Ver- 
fahren. 

Reagenzien: 20% ige Trichloressigsiure pro analysi. 

1 %ige Benzidinlésung in reinstem Aceton (jeden Tag frisch zu bereiten). 

Reinstes Aceton. n/10 Natronlauge. 

Alkoholmischung: 6g Ammoniumchlorid und 6¢ krist. Magnesium- 


chlorid werden in 60 ccm dest. Wasser gelést und mit 96°,igem Alkohol 
auf 1000 ccm aufgefiillt. 

n/50 Bariumchloridlésung in CO,-freiem dest. Wasser. 

Indikatorlésung: Wird unmittelbar vor dem Gebrauch hergestellt 
durch Auflésen von etwa 1 mg Natriumrhodizonat in einigen cem dest. 
Wassers (nach einiger Ubung kann man leicht auch ohne Wagung die an- 
zuwendende Na-Rhodizonatmenge beurteilen). Da Na-Rhodizonat in 
wasseriger Lésung nur wenig haltbar ist, kann die Indikatorlésung nur 
etwa | Stunde lang gebraucht werden, so daB man bei gr6Beren Bestimmungs- 
serien hier und da neue Lésungen herzustellen hat. 


Das Verfahren ist im iibrigen folgendes: zu 2ccm Serum setzt 
man 2ccem dest. Wasser und 2ccem Trichloressigsiure (bei Doppel- 
analysen je 3ccm), mischt und filtriert nach etwa 10 Minuten langem 
Stehen. 2ccm Filtrat werden im Zentrifugenrohr mit 5cem 1 °,iger 
Benzidinlésung in Aceton versetzt, das Glas mit einem Stopfen oder 
einer Gummikappe verschlossen und nach !),- bis 1stiindigem Stehen 
15 bis 20 Minuten zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wird das 
klare Zentrifugat dekantiert und das Glas etwa 5 Minuten lang mit 
der Miindung nach unten auf ein Stiick Filtrierpapier gestellt, sodann 
dessen Rand getrocknet und 10 ccm Aceton zugesetzt (der Nieder- 
schlag braucht nicht aufgeriihrt zu werden). Nach neuerlichem Zentrifu- 
gieren durch 5 bis 6 Minuten wird das Aceton dekantiert und das Glas 
wieder mit der Miindung nach unten aufgestellt. Nach 5 bis 10 Minuten, 

13* 
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sobald das Aceton verdampft ist, wird 1 Tropfen n/10 Natronlauge 
zugesetzt. Da die Titration in der Wairme ausgefiihrt werden soll, wird 
das GefiB in dem von Cope angegebenen Glasmantel (Abb. 1) an- 
gebracht, durch welchen jedoch nicht Dampf, sondern 65 bis 70° warmes 
Wasser geleitet wird. Der Natronlaugetropfen wird zuerst etwa 
1, Minute lang mit CO,-freier Luft durchstrémt und sodann werden 2cem 
der Alkoholmischung zugesetzt. Nach etwa 1 Minute, wenn die Fliissig- 
keit die Temperatur des Wasserbades angenommen hat, kann titriert 
werden. Die Titration geschieht mit einer Mikrobiirette nach Rehberg, 

welche mit n/50 BaCl,-Lésung gefillt ist. Die Bii- 
ninety Yettenspitze besteht aus einer lang ausgezogenen 
/) Kapillare, deren unterste Spitze umgebogen ist, um 
Lutteutitr + +— den Alkohol am Aufsteigen in die Biirette zu hindern. 
Ly Sobald die Spitze der Birette in die Flissigkeit 
Lf getaucht ist, wird mit einer feinen Pipette 1 Tropfen 
Indikatorlésung zugesetzt, wobei die Fliissigkeit eine 

















= [| deutliche schwachgelbe Farbe annimmt. Nun setzt 
j man Bariumchlorid zu, bis die Fliissigkeit deut- 
J liche und bleibende Rotfarbung zeigt. Gegen das 


Ende der Titration hin nimmt die Fliissigkeit bei 
jedem Zusatz von Bariumchlorid eine gelbrote Farbe 
an, die wieder verschwindet und nicht mit der Rot- 
farbung des Endpunktes verwechselt werden darf. 








| Setzt man weiter Bariumchlorid zu, so wird die 
Farbe der Flissigkeit noch tiefer und mehr blau- 
Abb. 1, lichrot. Sobald die Titration beendet ist, wird die 


Biirettenspitze aus der Fliissigkeit gehoben, mit der 
Ablesung jedoch einige Minuten gewartet, da die Titration ja in 
der Warme durchgefiihrt wurde. Erst nachdem man die Fliissigkeit 
in der Kapillare wieder bis zu deren auBerster Spitze gefiihrt 
hat, kann abgelesen werden. Die Titration darf nicht allzulange 
dauern, da der Indikator, wie erwihnt, recht labil ist; sie geschieht 
am besten bei elektrischem Licht vor einem stark beleuchteten weiBen 
Hintergrund. Von der so gefundenen Zahl ist ein Blindwert abzuziehen, 
der jedesmal bei der Anwendung neuer Reagenzien neu bestimmt 
werden mub. 

Berechnung: Die Titration wird mit 0,667 ccm Serum ausgefiihrt, 
und da jeder emm n/50 BaCl, 0,0003206 mg S entspricht, so erhalt man, 
wenn a die Anzahl der verbrauchten emm n/50 BaCl, bezeichnet, 

a. 100. 0,0003206 


0.667 a.0,0481 mg-°, S. 


Im folgenden seien die Ergebnisse einiger Titrationen wiedergegeben, 
die die Brauchbarkeit der Methode zeigen sollen. 
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Die Tabelle I gibt Titrationen wieder, die direkt mit einer K,SO,- 
Lésung ausgefiihrt wurden, und zwar derart, daB eine gemessene Menge 
auf dem Wasserbad eingedampft, der Sulfatriickstand in 1 Tropfen n/10 
NaOH gelést und sodann nach den obigen Angaben titriert wurde. 


Tabelle I. 


Titration einer Sulfatlésung direkt mit n/50 BaCh,. 





mg § mg $ Fehler mg S mg $ Fehler 
gefunden berechnet 0}, gefunden berechnet J, 
0,004 17 0,004 29 — 2,8 0,011 58 0,011 40 + 1,6 
0,006 10 0,006 18 —13 0,018 50 0,018 10 +2 
0,011 10 0,011 10 0 


Hierauf wurden einige Bestimmungen mit K,SO,-Lésungen  vor- 
genommen, bei denen das Sulfat zuerst in trichloressigsaurer Lésung mit 
Benzidin gefallt und sodann mit n/50 BaCl, titriert wurde. 


Tabelle II. 


Sulfatlésung mit Benzidin gefallt, darauf mit n/50 BaCl, 
titriert. 





mg-9/>) S mg-9/, S Fehler mg-9/>9 S mg-9%/>5 S Fehler 

gefunden berechnet 0/5 gefunden berechnet 0/,, 
0,98 0,96 +2 2.45 2.38 + 3 
1,16 1,19 — 2,5 3,60 3,56 + 1 
2.30 2,38 wae 


In beiden Fallen liegt die Differenz der gefundenen und der berechneten 
Menge unter 5%. 


Zwecks Untersuchung der Bedeutung der Phosphate wurden teils 
direkte Titrationen in Lésungen ausgefiihrt, die gleichzeitig Phosphat und 
Sulfat enthielten, teils Titrationen nach Fallung mit Benzidin. Die ersteren 
sind in Tabelle III wiedergegeben, aus welcher man ersieht, daB die Gegen- 
wart von Phosphaten nicht stért. Phosphatmengen iiber 0,05 mg bewirken 
allerdings, daB die Lésung etwas triibe wird, wodurch der Umschlag ziemlich 
schwer bestimmbar wird. Dieser Umstand spielt jedoch eine geringere 
Rolle, wenn sowohl Sulfat wie Phosphat als Benzidinverbindungen vor- 


Tabelle III. 


Sulfatlésung mit Phosphatzusatz direkt titriert mit n/50 BaCl,. 





Zugesetzte Menge S Zugesetzte Menge P mg § Fehler 


mg mg gefunden vio 
0,0079 0,01 0.0081 + 2,5 
0,0079 0,02 0,0079 0 


0,9079 0,03 0,0082 + 
0,0079 0,05 0,0077 ~ 


bow 
ore 
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liegen, da das letztere hierbei in der Lésung in Form von Flocken auftritt, 
welche die Titration nicht stéren. Bei den in Tabelle IV wiedergegebenen 
Versuchen wurde sowohl Sulfat wie Phosphat mit Benzidin gefallt, wobei 
die Konzentration der Trichloressigsiure und damit das py der Lésung 
so variiert wurde, daB verschieden starke Phosphatfallungen entstanden. 
Die Tabelle IV zeigt, daB dieser Umstand das Ergebnis nicht beeinfluBt. 


Tabelle IV. 
Sulfatlésung nach Phosphatzusatz mit Benzidin gefallt und 
darauf mit n/50 BaCl, titriert. 





Trichloressig- 


Seeman se Zugesetzte Zugesetzte Niederschlag e al : 
yong al Menge P Menge S PH — von Benzidin- mg S eeu 
i etwa phosphat gefunden 
0 mg mg 0 
0,5 0,05 0,0079 5,5 ++ 0,0079 0 
1,0 0,05 0,0079 5 +: 0,0075  — 
1,4 0,95 0,0979 47 + 0,0076 = =— 3,8 
2.0 0,05 0,0079 4.5 - 0,0080 + 1 
25 0,05 0,0079 4 a 0.0078 —1,3 


Um die Anwendbarkeit der Methode auf Serum zu priifen, wurden 
durch Dialyse! sulfatfrei gemachte Serumproben mit bekannten Sulfat- 
mengen versetzt und bei einigen Analysen auBerdem Phosphat zugefiigt. 
Aus Tabelle V geht hervor, daB die zugesetzten Sulfatmengen mit einem 
unter 5% liegenden Fehler wiedergefunden wurden, und da8 auch hier 
die Anwesenheit von Phosphat nicht gestért hat. Ferner wurde auch 
undialysiertes Serum mit bekannten SO,-Mengen versetzt und diese auch 
hier quantitativ wiedergefunden. 


Tabelle V. 


Dialysiertes Serum, mit Sulfat und Phosphat versetzt. 





07, § 01, § *hos sats =_—e 
getandon poroubiet Tier Differenz i P 
0 0) as 0 
0,42 0,44 -— — 0,02 — 4,5 
0,88 0,88 = 0 0 
0,91 0,88 _ | + 0,03 + 3,5 
1,34 1,32 _ + 0,02 + 1,5 
2,06 2,12 — — 0,96 — 3 
4,09 4,00 —_ + 0.09 —2 
2,10 2,12 50 — 0,02 —1 
2,18 2,12 75 + 6.06 +3 


Wie friiher erwahnt, ist die Zusammensetzung des Benzidinnieder- 
schlages bei der Fallung eines proteinfreien Serumfiltrats stark von der 


! Die Dialysen wurden im Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen, aus- 
gefiihrt, und ich danke dem Vorstand, Prof. Dr. S. P. L. Sérensen, hiermit 
bestens fiir die gastfreie Aufnahme. 
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Aziditat des letzteren abhaingig. Da diese jedoch bei den meisten Methoden 
von der Menge der vorhandenen Trichloressigsiure beherrscht wird, so 
schwankt das py mit der zur Proteinfaillung zugesetzten Trichloressigsaure- 
menge, sowie mit der Menge des ausgefallten Proteins. Endlich ist die 
Aziditét auch abhaingig von der angewendeten Benzidinkonzentration, 
indem die Fallungsl6sung um so weniger sauer ist, je mehr Benzidin man 
zugesetzt hat. Um die Bedeutung dieser Faktoren zu untersuchen, wurde 
die Sulfatbestimmung mit verschiedenen Konzentrationen von Benzidin 
in Aceton an einem Serum ausgefiihrt, das durch Fallung mit verschiedenen 
Mengen von Trichloressigsiure proteinfrei gemacht worden war. Eine 
Bestimmungsreihe wurde nach der hier angegebenen Methode, eine andere 
nach der von Cope beschriebenen ausgefiihrt (siehe Tabelle V1). 


Tabelle VI. 





Trichloressigsiuregehalt bei 


der Proteinfallung °/9 Benzidin in mg-9/5 S nach mg-°/9 mit Ba Cl, 

% Aceton Cope titriert 
10 0,5 1,35 1,45 

10 1,0 1,49 1,52 
5 0,5 1,59 1,46 
5 1,0 1,57 1,52 
5 2,0 4,56 1,5 

3,8 1,0 3,52 1,59 
3,3 2.0 5,08 1,48 


Aus der Tabelle VI geht hervor, daB man zwar bei Titration mit 
Bariumchlorid konstante Werte bekommt, auch bei abnehmender Aziditat 
der Lésung, dagegen bei Bestimmung der gefallten Benzidinmenge Werte 
findet, die bis um das Dreifache zu groB sind. 


Bei der Bestimmung von 20 normalen Seren lagen die gefundenen 
Werte zwischen 0,70 und 1,50 mg-°, S. 


Versucht man diese Methode auf Gesamtblut anzuwenden, so 
findet man Zahlen, die nur etwa ein Sechstel des Wertes ausmachen, der 
im entsprechenden Plasma gefunden wird, waihrend die bei der Titration 
nach Cope gefundenen Werte héher liegen als die des Plasmas. Beim 
Zusatz von Sulfat zum Blute vor oder nach der Trichloressigséurefallung 
wird nur ein Bruchteil des zugesetzten Sulfats wiedergefunden. Die 
roten Blutkérperchen scheinen also Stoffe zu enthalten, die die Fallung 
von Sulfaten mit Benzidin hemmen. Die Methode 1a4Bt sich somit 
gegenwiartig nur auf Plasma oder Serum anwenden. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Mikromethode zur Bestimmung der Sulfate in 0,67 ccm 
Plasma oder Serum angegeben. Die Methode, deren Genauigkeit 5°, 


betragt, beruht auf einer Fallung der Sulfate als Benzidinsulfat und 
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darauffolgender Mikrotitration des letzteren mit Bariumchlorid und 
Rhodizonsaiure als Indikator. Die Gegenwart gréBerer Mengen von 
Phosphat stért die Bestimmung nicht. 
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Photometrische Stickstoffbestimmung. 
Von 
R. A. Cleghorn (Toronto) und L. Jendrassik. 
(Aus der Medizinischen Klinik der K. Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn.) 


(Eingegangen am 4. September 1934.) 


Das von Folin und Denis vorgeschlagene und seither von vielen 
Autoren umgearbeitete Verfahren der Stickstoffbestimmung, die so- 
genannte direkte Kolorimetrie, hat den Vorteil, daB nur kleine Substanz- 
mengen benétigt werden und die Destillation wegfallt. Nachteile 
der Methode waren bisher: die Ungenauigkeit, welche den kolorimetri- 
schen Bestimmungen im allgemeinen anhaftet und zum Teil von der 
optischen Unvollstandigkeit der Instrumente, zum Teil von der sub- 
jektiven Natur des Vergleiches herriihrt, andererseits der Umstand, 
daB in den mit Nesslers Reagens versetzten Lésungen oft Triibungen 
auftreten, die bei der Kolorimetrie einen Farbtonunterschied vor- 
tauschen. Unsere hier zu beschreibende Methode vermeidet diese beiden 
Ubelstinde. Die Bestimmung der Farbstarke wird mit dem Pulfrich- 
schen Stufenphotometer vorgenommen, welches eine genaue Ermittlung 
erméglicht. Andererseits gelang es uns auch, die stérende Opaleszenz 
zu vermeiden, und zwar durch eine Modifizierung der nach L. W. 
Winkler-Budapest hergestellten Nessler-Lésung, namlich durch Er- 
héhen ihres Kaliumjodidgehalts. 

Die kolorimetrische Stickstoffbestimmung wurde fiir das Stufen- 
photometer vor uns bereits von C. Urbach umgearbeitet. Sein Vorgehen ist 
jedoch weniger einfach; er arbeitet mit blassen Lésungen, in welchen 
schon schwache Triibungen zu wesentlichen Fehlern fiihren kénnen. 

In unserem Verfahren wird die zu untersuchende Lésung durch 
Schwefelsiure und Wasserstoffperoxyd verascht (entsprechend dem 
aus dem Jahre 1905 stammenden Vorschlag von VPittarelli, ebenso 
einer Reihe neuerer Autoren, wie z. B. Koch, Lublin u.a.), und nach 
Alkalisieren und Auffiillen mit unserer Nessler-Lésung versetzt!. 

Benétigte Reagenzien (alle analysenrein, méglichst stickstoffrei!): 

1. Schwefelséure, 40 vol.-°,ig (60 Volumen Wasser + 40 Volumen konz. 
Schwefelsaure) ; 

2. Wasserstoffperoxydlésung, 30°%ig (z.B. Mercks Perhydrol, Richters 
Peroxygenol, nicht Tropenperhydrol) ; 

3. Natriumhydroxyd, 20%; 


1 Das Verfahren wurde auf der IIT. Tagung der Ungarischen Physiologi- 
schen Gesellschaft zu Szeged am 3. Juni 1933 bereits vorgefiihrt (vgl. 3.). 
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4. Das modifizierte Nessler-Winklersche Reagens. Zur Herstellung lést 
man 10g rotes Mercurijodid und 8g Kaliumjodid in 10 cem Wasser, 
und gieBt dazu die Lésung von 20 g p. a. Natriumhydroxyd (aus Metall) 
in 90 cem Wasser. Sie ist sogleich verwendbar. Man verwendet immer 
die obenstehende reine Lésung. 


5. Zur Reststickstoffbestimmung die bekannten Reagenzien von Folin 
und Wu (10% Na-Wolframat und 2/,n Schwefelsadure). 


Die Bestimmung kann man auf zweierlei Wegen: a) mit gréBeren 
Volummengen genauer, b) mit kleinen Mengen einfacher  aus- 
fiihren. 


a) In einem gr6Beren Proberéhrehen aus Jenenser Glas, welches bei 
40 cem eine umlaufende Marke trigt, werden 2cem des auf 1: 100 ver- 
diinnten Harns oder ebensoviel eines 1: 10 hergestellten Folin-Wu-Filtrats 
aus Blut oder Serum (also 1 Volumteil Blut, 1 Volumen Na-Wolframat, 
7 Volumen Wasser, 1 Volumen ?/,n Schwefelsiure) bzw. einer Fliissigkeit 
von ahnlichen, unter 300 mg-%igen Stickstoffgehalt abgemessen. Dazu 
fiigt man 0,5 cem der 40% igen Schwefelsiure, 0,5 cem Wasserstoffperoxyd 
und einige Centigramme feingeschnittene Asbestwolle (stickstoffrei), was 
wir unter derartigen Umstanden fiir das beste Mittel zur Regelung des 
Siedens halten. Es wird durch eine kleine Flamme direkt, oder tiber einem 
weitmaschigen Drahtnetz erhitzt. Nachdem der Inhalt eingedampft ist und 
die dichten Anhydriddimpfe erscheinen, wird das Erhitzen noch etwa 
2 Minuten fortgesetzt, und zwar mit kleinerer Flamme, so da deren Spitze 
das Réhrehen eben nicht beriihrt. Nach Erkalten werden 4 bis 8 cem 
Wasser, 2cem 20°%ige NaOH zugefiigt, und, nachdem der Inhalt véllig 
klar geworden ist, fiillt man mit Wasser auf 40 cem auf. Nun wird durch 
ein diinnes Papier filtriert (z. B. Schleicher & Schiills 581 oder 595), am besten 
in einen kleinen MeBzylinder oder in eine Eprouvette, welche bei 10 ccm 
eine Marke traigt. Erreicht der Meniskus diese Héhe, so wird der Trichter 
entfernt. Nun mengt man die Fliissigkeit mit 0,5 cem Nessler-Lésung und 
bestimmt die Farbstirke, am besten bei 1 em Schichtdicke im Stupho, unter 
Verwendung des Filters 8 43 (beziiglich Handhabung vgl. die Arbeiten von 
Heilmeyer und Urbach). 


Bei der Farbmessung ist es einfacher, kein Kontrollgefa8B zu verwenden. 
Man bestimmt von Zeit zu Zeit die Extinktion, welche vom Stickstoff- 
gehalt der Reagenzien und vom GefaB und Wasser herriihrt, in dem man 
einen Blindversuch ausfiihrt, dessen Extinktion man ebenso ohne Kontrolle 
ermittelt. Dieser Wert (£;,) wird dann von jeder Bruttoextinktion (£,) 
abgezogen, um die vom Stickstoffgehalt der untersuchten Flissigkeit be- 
dingte wahre Extinktion (£,) zu erhalten: E, = E,—E,. E,, soll wéchent- 
lich, immer aber bei Verwendung neuer Reagenzien bestimmt werden. Der 
gesuchte Stickstoffgehalt wird aus E, aus der Tabelle I ermittelt. Es ist 
vorteilhaft, diese Zahlen graphisch darzustellen und die Werte aus der Kurve 
abzulesen. 


Arbeitet man mit den oben angegebenen Fliissigkeitsmengen, so 
ist der Reststickstoffwert in mg-°, das zweifache der Stickstoffmenge 
des Reaktionsgemisches in y; die Stickstoffkonzentration des Harns 
in mg-% die 20fache. 
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Tabelle I. 


Ammoniakgehalt und Lichtabsorption (Filter 5 43). 





Ammoniak-N im Ammoniak-N im Ammoniak-N im 
Reaktionsgemisch  p 4.14; Reaktionsgemisch | » 4:14... | Reaktionsgemisch | p04.) 4; 
(10 cem Lisung — (10 eem Lésung — (10 cem Lésung a 
+ 0,5 cem Nessler) “I + 0,5 cem Nessler) (1 + 0.5 eem Nessler) (4p) 
in in y in 7 
5 0,092 50 0.885 100 1,657 
10 0,183 60 1,047 110 1,802 
20 0,363 70 1,204 120 1,944 
30 0,543 80 1,358 130 2,084 
40 0,717 99 1,509 140 2,222 








Z. B. bei einer Reststickstoffbestimmung sei die abgelesene Brutto- 
extinktion 0,703, die Kontrollextinktion 0,16. Die wahre Extinktion ist 
daher 0,543, was einer Stickstoffmenge im Reaktionsgemisch von 30 » und 
60 mg-% Rest-N im Blute entspricht. 

Ist der Stickstoffgehalt niedrig und gibt auf 10 cem weniger als 10 +, 
so ist es vorteilhaft, gréBere Schichtdicken, z. B. 3em, zu untersuchen. 
Der dazu gehérige Kontrollextinktionswert (£,.) muB auch fiir diese Schicht- 
dicke ermittelt werden. 

b) Das Filtrieren kann erspart werden, wenn man die Veraschung in 
einem gewohnlichen Jenaer Proberéhrechen vornimmt, welches bei 10 cem 
eine Volummarke trigt, und zwar mit einem Viertel der oben angegebenen 
Quantitaten, die Reagenzien in Tropfen abgemessen (0,5 cem Fliissigkeit, 
3 Tropfen Schwefelsiure und 2 Tropfen Peroxyd). Asbest ist unndétig. 
Nach der Veraschung wird etwas Wasser, sodann 0,5 ccm NaOH zugefiigt, 
nach dem Hellwerden bis auf 10 cem aufgefiillt und umgeschiittelt (Filtrieren 
unnétig). Nach Zufiigung von 0,5 cem Nessler wird die Farbstarke ermittelt. 
Die Berechnung ist dieselbe wie oben angegeben. 

Die Daten der Tabelle I wurden mit Lésungen von getrocknetem 
Ammonsulfat erhalten, in Anwesenheit von Séure- und Laugenmengen, 
welche auch bei den Bestimmungen verwandt werden. Es wurde auch 
beriicksichtigt, da bei der Veraschung etwa ein Drittel der Schwefel- 
siure verdampft. Unterwirft man reine Ammoniumsalzlésungen der Ver- 
aschungsprozedur, so erhilt man bei der Bestimmung die ganze Stick- 
stoffmenge mit guter Annaherung. Geniigend genaue Ergebnisse liefern 
auch Carbamidlésungen. Der mittlere Fehler der Einzelbestimmungen ist 
kleiner als + 2%, bei Ausfiihrung b) kleiner als +- 3%. 

Das Verfahren wurde in groBer Zahl sowohl fiir Rest-N wie Harn-N 

: ° ° ° 7 ° . P + e ° 
mit Titriermethoden verglichen. Es zeigte sich eine Ubereinstimmung 
in dem zu erwartenden Grade. 

Bei der Ausarbeitung unserer Methode bestand die eigentliche 
Aufgabe in der Erkennung der Ursachen und in der Vorbeugung der 
Opaleszenz. Wenn man die bei der Veraschung entstandene Kohlen- 
siure nicht vollig verjagt, so gibt diese mit dem Quecksilber der Nessler- 
Lésung eine aus basischem Mercuricarbonat bestehende Triibung. Wird 
die Erwarmung die vorgeschriebene Zeit hindurch ausgefiihrt, so wird 
dieser Fehler vermieden. Eine Triibung verursacht zweitens der 
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,, Wasserfehler’*, die Anwesenheit von Schwermetallspuren oder anderer 
unbekannten Substanzen im verwandten Wasser. Bei dieser Methode 
ist daher nur tadellos reines Wasser verwendbar. In der Hauptsache 
jedoch besteht die Opaleszenz aus dem Reaktionsprodukt selbst, das 
Mercurioxyammoniumjodid, dessen Konzentration bei gréBeren Stick- 
stoffmengen die Léslichkeitsgrenze tiberschreitet. 

Diese Art der Opaleszenz ist um so starker, je mehr Natriumsulfat 
und je mehr LaugentiberschuB vorhanden sind. Sind dagegen Lauge 
und Jodid in geniigendem Uberschu8 nicht vorhanden, so scheidet sich 
Mercurijodid in Form von feinen roten Kristallchen aus. Beide letzt- 
genannten Triibungsarten kann man durch Kaliumjodid gut in Lésung 
halten, einfach dadurch, daB man den Kaliumjodidgehalt des Nessler- 
Reagens geniigend hoch nimmt. Nach unserer Erfahrung sind davon 8 %, 
(gegeniiber dem bisherigen 5%) wohl geniigend. Der Steigerung 
wird durch den Umstand eine Grenze gesetzt, daB das Kalium- 
jodid die Farbe schwacht, und in gréBeren Mengen eine véllige Ver- 
blassung verursacht. So gibt z. B. eine Lésung, welche 35 » Ammoniak- 
stickstoff, 0,lcem 40%ige H,SO, und 0,5cem 20° ige NaQH in 
10 cem enthalt, auf Zufiigung von je 0,5 cem Nessler-Lésung von ver- 
schiedenem KJ-Gehalt die folgenden Extinktionswerte : 

Bei KJ-Gehalt von 5,5% ist EL, = 0,780 

6,0% ., Ey, = 0,727 
6.5% ,, E, = 0,699 
8,0% ,, EH, = 0,630 

Durch eine derartige Schwachung der Farbe wird die Genauigkeit 
der Methode noch nicht gefahrdet. 

Unsere Nessler-Lésung ist auch iiber 3 Monate haltbar, ohne die ge- 
ringste Empfindlichkeitsinderung. Die Ansichten von H.J. Fuchs (11), 
der sogar die Méglichkeit einer photometrischen Stickstoffbestimmung 
verneint, betreffen daher unsere Arbeitsweise nicht. 

Bevor wir den giinstigen EinfluB des Kaliumjodids kennenlernten, 
haben wir zur Verhinderung der Opaleszenz eine groBe Zahl verschiedener 
Substanzen (mehrwertige Anionen und Kationen, neutrale organische 
Fliissigkeiten, verschiedene hydrotrope, kapillaraktive und kolloidstabili- 
sierende Stoffe) erprobt, ohne jedoch — entgegen den Angaben einiger 
friiheren Autoren — davon einen giinstigen Einflu8 gesehen zu haben. 

Eine vereinfachte kolorimetrische Form der Methode, welche fiir die 
Zwecke iarztlicher und klinischer Laboratorien besonders geeignet zu sein 
scheint, haben wir bereits an anderem Ort veréffentlicht (10). Ihre oben- 
stehende genauere Ausfiihrung mit Hilfe des Stufenphotometers diirfte in 
der Beantwortung physiologischer und pathochemischer Fragestellungen 
gute Dienste leisten. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine Form der direkten Nesslerisierung (Veraschung mit 

Schwefelséure-Wasserstoffperoxyd) fiir das Pulfrichsche Stufenphoto- 
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meter ausgearbeitet, wobei das Auftreten von stérenden Triibungen 
durch den erhéhten Kaliumjodidgehalt des Reagens vermied+n wird. 
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Absorptionsbestimmungen usw. 1932. 10) L. Jendrassik u. R. A. Cleghorn, 
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Methoden zur Bestimmung des Kaliums in Kérpersiften. 
Von 
L. Jendrassik und F. Takées. 
(Aus der Medizinischen Klinik der K. Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn.) 


Eingegangen am 4. September 1934. 
gegang I J 


Im vorigen Jahre hat einer von uns in Gemeinschaft mit J. Szé! 
ein neues Verfahren der titrimetrischen Kaliumbestimmung angegeben (1), 
das sich auf die Beobachtung griindet, daB der Niederschlag aus 
kaliumhaltigen Lésungen zuverlassig der Formel K,Na[Co(N O,),] ent. 
sprechend zu erhalten ist, wenn man nur die Fallung durch getrenntes 
Zufiigen von Nitrit, Kobaltsalz und Essigsiure vornimmt; ferner, dal 
die Hexanitrokobaltiate sich in konzentrierter Schwefelsaure schon bei 
Zimmertemperatur augenblicklich lésen und Nitrose bilden, aus welcher 
Lésung die salpetrige Saure durch Permanganat oxydiert und durch 
jodometrische Bestimmung des Uberschusses quantitativ erfaBt werden 
kann. Zur Trennung und Reinigung des Niederschlages erwies sich dabei 
das Asbestfilter als gut brauchbar. 

Die Methode war in dieser Form nur fiir reine Loésungen, fiir Kérper- 
safte aber erst nach vélliger Veraschung brauchbar, da am Filter adsor- 
bierbare Bestandteile der Lésung, besonders EiweiBstoffe, salpetrige Saure 
und Permanganat verbrauchen kénnen. Wurden dagegen die Eiweib- 
stoffe durch Fallung entfernt, so erwiesen sich die Reste des verwandten 
Mittels stérend, oder aber die Fallung war nicht vollstandig. So war 
die Kaliumbestimmung nach Kochen mit Essigséure, nach Behandlung 
mit Trichloressigsiure und nach Folin-Wu-Fallung nicht genau aus- 
fiihrbar. Die Schencksche Methode wurde wegen ihrer relativen Um- 
stindltichkeit nicht herangezogen. 

Zuletzt versuchten wir die Zinkhydroxydmethode anzuwenden, 
welche sich bei der Blutzuckerbestimmung von Hagedorn und Jensen als 
ein recht starkes Reinigungsmittel erweist. Dieser Weg erwies sich 
brauchbar, wenn man nur den Uberschu8 des Zinks entfernt. Dies 
gelang uns dadurch, daB wir zur Mischung aus K6rperfliissigkeit, Zink- 
salz und Natronlauge noch Magnesiumoxyd im Uberschu8 zufiigten, 
welches wahrend des Kochens die Reste des Zinks ausfallt. Wegen 
Schwerléslichkeit des Mg(OH), bleibt davon nur sehr wenig frei, was 
fiir die Bestimmung unschiadlich ist. Ebensowenig stéren die ent- 
standenen Na- und Mg-Salze. Da jedoch bei der EnteiweiBung wenig- 
stens eine Verdiinnung von 1: 5 nétig ist, so muB das Filtrat vor der 
Fallung etwa auf das urspriingliche Volumen der untersuchten Fliissig- 
keit eingeengt werden, damit die Ausscheidung ungehindert zustande- 
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kommen kann. Das gefallte EiweiB rei&t kein Kalium mit. Es stellt 
sich dabei auch keine Anderung der Kalikonzentration ein. 

Die Bestimmung selbst haben wir nach zwei Richtungen: als 
volumetrische (durch Filtrieren oder Zentrifugieren) und als Farbmethode 
ausgearbeitet, welche letztere wieder sowohl kolorimetrisch als auch 
photometrisch (mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer) ausgefiihrt 
werden kann. Im Falle weniger Bestimmungen ist es bequemer, mit 
Filtrieren zu arbeiten. Bei der Bearbeitung mehrerer Proben bean- 
spruchen die Zentrifugiermethoden weniger Zeit. 


Jede Methode zerfallt daher in zwei Teile: A. die Vorbehandlung 
und B. die eigentliche Bestimmung. 


A. Die Vorbehandlung ist je nach Eigenschaften der zu untersuchenden 
Fliissigkeit verschieden. Fiir Blutserwm (Plasma) und eiweiBhaltige Kérper- 
fliissigkeiten mengt man in einem Kochbecher: 1 Volumenteil der zu unter- 
suchenden Fliissigkeit (z. B. 10 cem Serum) + !/, Volumenteil (z. B. 5 cem) 
4% ige (normale) Natronlauge! + '/, Volumenteil (z. B. 2,5 cem) 45 %iges 
krist. Zinksulfat (oder 28,7 °%iges Zinkacetat) und ergiéinzt mit Wasser auf 
5 Volumen (z. B. 50 ccm). Endlich fiigt man noch Magnesiumoxydpulver 
zu, auf 10 ccm Serum etwa 0,2 g, das man mit einem kleinen Me zylinder 
(2 cem), oder einem Léffelchen, oder auch nach Augenmaf§{S abmessen kann. 
Die Mischung wird jetzt zugedeckt, fast bis zum Sieden (90 bis 95°) erhitzt 
und 1 bis 2 Minuten auf dieser Temperatur gehalten, bis sich der Nieder- 
schlag von der klaren Lésung gut trennt. Nach Abkiihlen im Wasserbad 
wird durch ein Faltenfilter filtriert. Vom Filtrat von Serum oder ahnlich 
konzentrierten Fliissigkeiten miBt man je 10 cem in Jenenser Philipsbecher 
ab und dampft sie (am besten auf einer elektrischen Heizplatte) bis auf 
etwa 1 bis 2cm ein. (Angebrannte Proben sind unbrauchbar.) Da die 
Reagenzien immer Kalispuren enthalten, miissen auch Kontrollen angesetzt 
werden, in welchen man anstatt der Fliissigkeit Wasser nimmt. Aus deren 
Filtraten nimmt man ebensoviel und behandelt sie weiter wie die Voll- 
proben. In eiweiBfreiem Liquor cerebrospinalis fallt die EnteiweiBung weg 
und man bearbeitet davon (s. w. u.) je 2cem. In Anwesenheit von Eiweib- 
spuren verfihrt man, wie beim Serum angegeben. 


Im Harn ist vor allem das Ammoniak zu entfernen, da seine Anwesenheit 
die Kaliumfaillung —- wie bekannt — in unberechenbarer Weise stort. Zu 
diesem Zwecke fiigt man am einfachsten Lithiumcarbonat hinzu (etwa 
1 Gewichtsprozent Pulvermenge). Die Mischung wird in einer Wasch- 
flasche bei 60° etwa 20 Minuten durchliiftet, nachher mit Wasser auf das 
urspriingliche Volumen oder Gewicht erginzt. Enthalt der Harn Eiweib, 
so muB dies wie aus dem Serum entfernt werden. Die Fallung ist aber 
auch bei eiweiBfreien Harnen auszufiihren, wenn man die Bestimmung 
nach der Filtriermethode vornehmen will, und auch fiir die zentrifugen- 
volumetrische Methode ist die Fallung von Vorteil. Sie kann nur fiir die 

! Die meisten ,,purum‘' und ,,purissimum* bezeichneten Priparate 
sind gut brauchbar. Interessanterweise sind gerade die ,,pro analysi*- 
Praparate, welche aus Metall dargestellt werden, unbrauchbar, da sie stark 
kaliumhaltig sind. 
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Kolorimetrie (in Abwesenheit von EiweiB) entbehrt werden, wobei man dann 
von dem auf 1: 5 verdiinnten Harn 1 ccm bearbeitet. 

B. Ausfiihrung der Bestimmung fiir die drei Arbeitsweisen: 

1. Bei der titrimetrischen Filtriermethode ist sie identisch mit dem 
Verfahren, das fiir reine Lésungen angegeben wurde und worauf wir 
hier einfach verweisen kénnen (1). Bei der Fallung erwies es sich aber 
als vorteilhaft, anstatt der 0,2 cem konz. Essigsiure 1 cem einer Acetat- 
puffermischung zu verwenden, welche aus 4 Volumenteilen konz. 
Na-Acetatlésung (aus krist. p.a.) und 1 Volumen konz. Essigsaiure 
gemengt wird. Man versiume nicht, beim Kinhangen des Proberéhrchens 
die Spitze des Trichters zu trocknen. 

Zur Lésung des Niederschlages geniigen 1,5 ccm konzentrierte 
Schwefelsiure. Man bringt davon */,ccm unmittelbar auf das Filter 
und spilt die Trichterwandungen ab. Mit den restlichen */, ccm spiilt 
man den entleerten Fallungsbecher aus und gieBt von dort in den 
Trichter. Nun folgt die Nachspiilung mit 50 °,iger Schwefelséure usw. 
Bei den angegebenen Serumfiltratmengen verwende man 5 ccm n/50 
Permanganat -+- 10 cem Wasser. 

Die Berechnung ist wie dort angegeben. Multipliziert man_ bei 
Bearbeitung von 10 ccm des auf 1:5 verdiinnten Filtrats den Unter- 
schied des Titrierergebnisses von Probe und Kontrolle mit dem stéchio- 
metrischen Wert 6,51, so erhalt man den Kaliumgehalt in Milliprozenten 
(m-°) der untersuchten Lésung!. 

2. Volumetrie mit Zentrifugierung. Hierzu werden etwa 12 bis 
15 cem fassende dickwandige Zentrifugenréhrchen benutzt, am besten 
von Zylinderform, mit stumpfer Spitze (z. B. die Ecco-Réhre Nr. 2178b, 
welche auch nicht tariert zu werden brauchen, da sie gleich schwer sind). 
Sie werden bei 10 ccm mit Umlaufmarke versehen. 

Das 10-cem-Serumfiltrat wird, nachdem es auf etwa 1 bis 2 ccm ein- 
gedampft wurde, aus dem Kochbecher (AusguB einfetten!) in das Zentri- 
fugenrohr gegossen, sodann wird mit den Fallungsreagenzien nachgewaschen. 
Man mi8t also in den Becher einzeln 2 cem 50 %ige NaNO,, 1 cem 25 %ige 
Co(NO,). und leem der oben erwahnten Acetatmischung (s. Filtrier- 
methode), umspiilt die Wandung und gieBt sie nacheinander in das Zentri- 
fugenrohr. Bei Harn wird leem der Verdiinnung 1:5 oder 1 cem des 
Filtrats ins Zentrifugenrohr gemessen und die Reagenzien wie oben hinzu- 
gegeben. Es werden immer je zwei Proben und Kontrollen angesetzt und 
10 bis 48 Stunden, am besten im Eisschrank, stehengelassen. 

Die Genauigkeit der Methode hangt davon ab, ob beim Isolieren 
und Waschen des Niederschlages Verluste vermieden werden kénnen. 
Ein Teil des Hexanitrokobaltiates pflegt sich an der Oberflache anzu- 


1 Wir schlagen vor, anstatt der etwas unlogischen Benennung ,,Milli- 
grammprozente“ diese Bezeichnung zu verwenden. 
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sammeln und scheidet sich oft auch wahrend des Zentrifugierens nicht 
ab. Deswegen werfen wir vor Beginn des Zentrifugierens etwas (!/, bis 
2 ctg) Glaspulver (aus reinen und sauberen Jenenser Glasscherben im 
Porzellanmoérser hergestellt) in das Rohr, welches den Niederschlag an 
sich heftet und mitreiBt. Auch spater umhiillt das Glaspulver den 
Niederschlag und schiitzt ihn beim Absaugen der iiberstehenden Fliissig- 
keit vor Verlusten. 

Das Zentrifugieren erfolgte mit etwa 2500 Umdrehungen pro Minute 

etwa 2 Minuten lang. Das Absaugen wird bis auf einige Millimeter Fliissig- 
keitsrest mit Hilfe eines diinnen, geraden Réhrchens und der Wasserstrahl- 
pumpe ausgefiihrt. Nun wirbelt man den Niederschlag etwas auf, am besten 
dadurch, dafSZ man den Oberteil des Rohres festhalt und das Unterende an 
den Tischrand driickt und von dort losprallen laBt. Sodann fiillt man mit 
Wasser auf 10 cem auf. Man wascht in gleicher Weise dreimal, zentrifugiert 
also viermal. Zuletzt wird das Wasser sehr sorgfaltig bis auf den letzten 
Tropfen abgesaugt. Nun fiigt man 0,5 ccm eisgekiihlte, 95 vol.-%ige 
Schwefelsaure (p. a.) zu und schiittelt in der oben erwihnten Weise. Dann 
fiigt man 5 bis 10 ccm zimmerwarmes n/50 K Mn QO, zu, laBt 3 bis 10 Minuten 
stehen, spiilt in einen Kochbecher iiber und titriert den Uberschu8 nach 
Zugabe von 10 Tropfen 10 %igem KJ und 5 bis 10 Tropfen 1 °Giger léslicher 
Starke mit n/50 Thiosulfat. Die Berechnung ist wie bei der Filtriermethode 
angegeben. 
3. Die Farbmethoden werden wie die vorangehende Zentrifugier- 
methode vorgenommen. Der in 95°, iger Schwefelsdure geléste Nieder- 
schlag wird sodann mit halbgesattigter Natriumacetatlésung (gesattigtes 
Na-Acetat und Wasser 1:1) auf 10 cem aufgefillt und mittels eines 
Glasstabes gemischt. 

In dieser Lésung wird der Gehalt an salpetriger Saure photo- 
metrisch oder kolorimetrisch gemessen und hieraus die entsprechende 
Kaliummenge errechnet. Zu diesem Zwecke benutzen wir das Verfahren, 
welches einer von uns in Gemeinschaft mit LF. Falesik-Szabé ausge- 
arbeitet hat (2). Hierbei wurde die Methode Griess-/losvay in dem Sinne 
abgedindert, da®B anstatt Sulfanilsiure Novocain angewendet wird, 
wodurch man in weiten Bereichen eine Proportionalitat zwischen 
NO,-Gehalt und Farbstarke erhalt. Die Extinktionswerte wurden schon 
damals fiir das Stufenphotometer ausgearbeitet. 

Fiir diese Bestimmung bereiten wir in Proberéhren Novocain- 
Naphthylaminmischungen, indem wir 5cem Novocainlésung (3°, 
Novocainhydrochlorid in 15°, Essigsiure) und 5cem Naphthylamin- 
losung (am besten aus p.a. Naphthylamin . HCl, 200 mg in 30 ccm 
konz. Essigsiure gelést, sodann mit Wasser bis 150 cem aufgefiillt) mit 
4cem Wasser mischen. Jetzt verdiinnt man 1 ccm der Na-Acetatnitrit- 
lésung des Zentrifugenrohres mit 9 cem Wasser und gibt von dieser Ver- 
dimnung l ccm zu den Nitritreagenzien. Nach !),- bis *,,stiindigem 
Stehen wird dann die Farbstarke ermittelt. 
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Dies erfolgt am genauesten am Stufenphotometer unter Verwendung 
des Filters 8 53 (welcher das Licht von 530 my am starksten zuriickhalt ; 
iiber nihere Eigenschaften vgl. 3.). Man verwendet am besten GefaBe von 
lem Dicke und benutzt kein Kontrollgefa8. Den so erhaltenen Extink- 
tionskoeffizienten nennen wir Bruttoextinktion (E*). Hiervon mu der 
Wert in Abzug gebracht werden, welcher vom Kalium- bzw. Nitritgehalt 
der Reagenzien und von der Lichtabsorption des Glases und Wassers 
herriihrt. Man bestimmt daher die Extinktion der Kontrolle in derselben 
Weise (E*) und zieht diesen Wert ab. Die Differenz ist die wahre Extinktion 
(E, = B® — E*), welche bei diesen Konzentrationen dem Gehalt an salpe- 
triger Saéure v6llig proportional ist. 

BE, . 0,395 gibt das in einem Zentrifugenrohr gefallte K in mg, E, . 19,75 

- K-Gehalt des Serums in m-% (im Falle von 10 cem 1: 5 Filtrat). Ebenso 
mit 197,5 multipliziert erhalt man den Harn-K in m-%, bei 1 cem 1: 5 ver- 
diinntem oder gefilltem Harn. (Diese Werte ergeben sich auf Grund der 
Zusammensetzung des Niederschlages und der Extinktionswerte des zu 
diesen Nitritkonzentrationen gehérigen Diazofarbstoffes, welche in der 
erwahnten Arbeit bestimmt wurde.) Z. B. es sei bei 10 cem 1: 5 Serumfiltrat 
E® — 1,15, EX = 0,08, daher E, = 1,07, hieraus (K) = 1,07. 19,75 = 21,15 m-% 

Da die Naphthylaminlésung schnell altert, ist es ratsam, sie w6chentlich 
zu erneuern. AuBerdem ist es aber zweckmaBig, eine (schwach alkalisierte) 
m/100 NaN O,-Lésung vorriitig zu halten, hiervon von Zeit zu Zeit eine m/2000 
Verdiinnung zu bereiten, und die mit 1 cem dieser Lésung erhaltbare 
Extinktion (zu 14 ccm der oben angegebenen Reagensmischung gefiigt) zu 
bestimmen. Der Wert mu8 4, = 1,65 (genau 1,648) betragen. Findet man 
ihn kleiner, so beweist dies, daB die Naphthylaminlésung nicht vollwertig 
ist, der gefundene Wert daher entsprechend verbessert werden muB. 

Diese Kontrolle bleibt sinngemaB weg, wenn man sogleich mit einem 
kolorimetrischen Vergleich arbeitet und die obenerwahnte m/2000 NaN O,- 
Lésung benutzt. leem m/2000 NaNO, entspricht im Reaktionsgemisch 
23,0 » NO, und 6,51 y Kalium, was im Zentrifugenrohr (da daraus !/,) Teil 
verwandt wurde) 0,651 mg entspricht. Wievielmal die Farbstarke gréBer 
ist, sovielmal ist auch der Kaliumgehalt héher. 


Z. B. sei die Farbstarke der Probe 0,60 . Kontrolle, so ist der Kalium- 
gehalt im Zentrifugenrohr 0,60 . 0,651 == 0,39 mg. Dies entspricht bei 10 cem 
1:5 Serumfiltrat 0,39 .50 = 19,5 m-% K, bei leem 1: 5 Harn 195 m-%. 


Wir haben derartige Bestimmungen in groBer Zahl ausgefiihrt, um 
auch bei kleineren Kalimengen richtige Resultate zu erhalten (1 cem n/500 
bis n/2000 KCl-Lésungen). Da die zugehérigen Nitritwerte vollkommen 
geniigende Farbstarken liefern, so ware die Bestimmung (fiir Serum) gerade 
in diesen Mengen am besten, da das Eindampfen zu entbehren wire. Nach 
unserer Erfahrung gelangt man aber mit solechen Mengen nicht zu sicheren 
Ergebnissen. Die Werte sind zwar oft genau, manchmal aber in unberechen- 
barer Weise nur Bruchteile der wirklichen. Es half dabei nichts, wenn wir 
die Konzentrationen der Nitrit- und Kobaltlésungen steigerten, ebenso die 
Verwendung dieser Stoffe in Substanz im Uberschu8. Auch eine Sattigung 
mit Bitlmans Salz vermochte die Ergebnisse nicht zu sichern. Verarbeiteten 
wir kolorimetrisch Serum ohne Fallung (0,1 bis 1 cem), so waren die Werte 
ebenfalls bedeutend unter den normalen. Unsere Ergebnisse decken sich in 
diesem Punkte nicht mit der Behauptung einiger anderer Autoren, die, ohne 
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Fallung arbeitend, iiber brauchbare Ergebnisse berichten. Unserer Erfahrung 
nach erhalt man daher im Serum auch kolorimetrisch nur bei Verarbeitung 
groBerer Mengen richtige Ergebnisse (wenigstens 5cem der angegebenen 
1: 5-Filtrate). 

Die volumetrische Filtriermethode arbeitet in reinen Lésungen mit 


einem mittleren Fehler (der Einzelbestimmungen) kleiner als + 1,0%. 
Die photometrische Methode lieferte in reinen Lésungen, aus 23 Bestim- 
mungen berechnet, + 0,5%. Auch in Koérpersaften arbeitet man unter 


2°, Fehler. 

Sogar in den Additionsversuchen findet man die zugesetzte Kalium- 
menge mit dieser Genauigkeit wieder. Hierbei wurde die entsprechende 
Kaliummenge in Form einer n/100 KCl-Lésung dem Serum zugesetzt 
(2 Volumenteile Serum, 1 Volumenteil KCl) und nachher die Eiwei®fallung 
ausgefiihrt. Die Ergebnisse sprechen fiir die Brauchbarkeit der Methoden 
und auch die gute Ubereinstimmung der volumetrischen und kolorimetrischen 
Ergebnisse spricht in diesem Sinne. Der Kiirze halber sehen wir von der 
Mitteilung unserer diesbeziiglichen Tabellen ab. 


Zusammenfassung. 

Es gelang, die Kaliumbestimmungsverfahren Jendrassik-Szél fiir 
Korpersafte auch ohne Veraschung brauchbar zu machen, und zwar in 
den folgenden Ausfiihrungsformen: Volumetrisch durch Filtrieren und 
durch Zentrifugieren; kolorimetrisch mittels Kolorimeter und Stufen- 
photometer. 

Zur EnteiweiBung mu die vorgeschlagene Zinkhydroxyd-Mag- 
nesiumoxydmethode verwandt werden. Zur genauen Isolierung an der 
Zentrifuge wird Glaspulver verwendet. Die kolorimetrische Aus- 
wertung erfolgt auf Grund der Nitritmethode von Jendrassik und 
Falesik-Szabo. 


Literatur. 
1) L. Jendrassik u. J. Szél, diese Zeitschr. 267, 124, 1933. 2) L. Jen- 
drassik u. E. Falesik-Szabé, ebenda 261, 110, 1933. 3) L. Heilmeyer, 
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Photometrische Methode zur Bestimmung des Calciums 
und der Oxalsiure. 


Von 
L. Jendrassik und F. Takées. 
(Aus der Medizinischen Klinik der K. Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn.) 


(Eingegangen am 4. September 1934.) 


Die zur Bestimmung kleiner Calciummengen dienenden Methoden 
haben mit mehreren Schwierigkeiten zu kampfen. Bestimmt man das 
Calcium als Oxalat oxydometrisch in Kérpersaéften ohne Veraschung, 
so wirkt besonders der Umstand stérend, daB an dem Niederschlag 
Bestandteile haften bleiben, welche Permanganat langsam verbrauchen 
und die Titration unscharf und ungenau werden lassen. Besonders aus 
diesem Grund schien es uns angebracht, neue Wege zu suchen. Auf eine 
Méglichkeit hierzu wies unser Befund hin, daB die Oxalsiure Ferriionen 
in besonders starker Weise zu binden imstande ist, wodurch diese 
ihren verschiedenen farbigen Verbindungen entzogen werden und daher 
Verblassung eintritt. Auf einer ahnlichen Reaktionsart beruht der 
bekannte Milchséurenachweis von Uffelmann, in welehem das dunkel- 
violette Ferriphenolat (eine Mischung verschiedener Komplexe), neben 
Bildung des blasseren gelben Ferrilactats, entfairbt wird. Wahrend 
aber Milchséure nur in dieser Reaktion, oder entsprechend unseren 
Ergebnissen, gegen Ferrirhodanid wirksam ist, so ist die Oxalsaéure im- 
stande, auch gegen Salicylsaure, Sulfosalicylsiure, Ferrocyanséure zu 
wirken und die Entwicklung der farbigen Ferriverbindungen dieser 
Sauren zu hemmen. In dieser Eigenschaft iibertrifft die Oxalsiure an 
Wirksamkeit fast alle anderen organischen Séuren. 

Da zwischen entfarbender Kraft und Sauremenge ein strenger 
Zusammenhang besteht, erméglicht diese Erscheinung auch eine quan- 
titative Bestimmung. Fiir die Oxalsiurebestimmung erwies sich die 
Sulfosalicylsiure aus mehreren Griinden am brauchbarsten. Sie gibt 
Gelegenheit zu einer Farbinderung von betrachtlichem Grade, verhalt 
sich gegeniiber Oxalsdure geniigend spezifisch und ist fast unempfind- 
lich gegen Anderungen des Sauregrades!. 

Zur Ausarbeitung des Verfahrens muBten die zu biochemischen Zwecken 
notigen Reagenskonzentrationen, sodann die zu verschiedenen Oxalsaure- 
mengen gehérigen Extinktionswerte ermittelt werden. Zur Farbmessung 
wurde das Pulfrichsche Stufenphotometer angewandt mit dem Farbfilter 


! Die Methode wurde in der 245. Sitzung der Physiol. Sekt. d. k. ung. 
Naturw. Ges. Budapest am 31. Januar 1934 bereits vorgefiihrt. — Vel. 
Orvosi Het. 78, 227, 1934. 
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S 53 (dessen Filterschwerpunkt bei 530 uy liegt). Die zur Ermittlung der 
zugehorigen Extinktionswerte dienende n/100 Oxalséurelésung wurde aus 
trockenen Oxalsaurekristallen frisch bereitet und ihre Starke auch durch 
Permanganat (mittels Bijodat eingestellt) iiberpriift. 

Da in Ferrioxalatlésungen durch Lichteinwirkung Autoxydation ein- 
tritt und dies durch Verlust von Ferri- und Oxalationen zu wesentlichen 
Fehlern fiihren kann, mu®B die Mischung dieser Komponente unter Aus- 
schluB des Tageslichtes erfolgen. Durch Zufiigung von Sulfosalicylsiure 
wird das System gegen Licht unempfindlich, daher stért auch die Photo- 
meterlampe nicht. Mit Oxalsiure erhalt man dieselbe Wirkung wie durch 
die aquivalente Menge Calciumoxalat. Weder Lauge noch Calcium stéren 
(in ahnlichen Mengen) die Farbe. 


Die Bestimmung des Caleiums. 

Prinzip. Das abgeschiedene Calciumoxalat wird in salzsaurem Ferri- 
chlorid gelést. Die auf Zufiigung von Sulfosalicylsaure entstehende Farbe 
ist um so schwacher, je mehr Oxalsaure, also je mehr Calcium anwesend ist. 

Lésungen. 1. Natriumchlorid p. a. 1%; 2. Ammoniumchlorid p. a. 10% 
(in Tropfflasche); 3. gesattigte Lésung von Ammonoxalat p.a. (Tropf- 
flasche); 4. saure Ferrichloridlésung. Zu 10 cem 1% Fe enthaltender FeCl,- 
Lésung (Schering-Kahlbaum) werden 10 cem konz. Salzsaiure (spez. Gew. 1,19) 
gefiigt und die Mischung auf 500ccm aufgefiillt (diese 1°,igen EKisen- 
lésungen fanden wir bei der Priifung immer von genauer Starke); 5. Kaliumbi- 
jodat n/2 (Tropfflasche); 6. Sulfosalicylsaure p. a., aus trockenen Kristallen, 
2°. ig. 

Ausfiihrung. In einem Zentrifugenrohr, welches bei 10 ccm eine 
umlaufende Marke tragt (die besten sind die starkwandigen Ecco- 
Rohren Nr. 2178b, alle von gleichem Gewicht), werden aus 5 bis 15 m-%, 
Ca* enthaltenden Lésungen 2 ccm abgemessen, bei anderem zu erwarten- 
dem Ca-Gehalt entsprechend mehr oder weniger. 

Das Calcium der Lésung wird nach irgendeinem der der tiblichen 
Verfahren in Form von Oxalat gefallt und isoliert. Zur Erzielung genauer 
Ergebnisse miissen hierbei verschiedene Verbesserungen der friiheren 
Methoden in Verwendung genommen werden (vgl. z. B. Tingey, 
Bigwood und Roost). Bei geringen Anspriichen an die Genauigkeit ist fiir 
Blutserum und ahnliche Fhissigkeiten folgende Arbeitsweise brauchbar, 
mit welcher wir die untenstehend mitgeteilten Ergebnisse erhielten. 

In das erwahnte Zentrifugenrohr werden 5ccm NaCl-Lésung, 
dazu die zu untersuchende Fliissigkeit (aus Serum 2 ccm) abgemessen 
und dazu 10 Tropfen Ammoniumchlorid und 10 Tropfen Ammon- 
oxalat gefiigt. Nach 10 bis 24stiindigem Stehen wird zentri- 
fugiert. Die obenstehende Fliissigkeit wird mit einem Kapillarrohr 
mit umgebogenem Ende abgesaugt. Der Niederschlag wird nun durch 
plétzliches Schiitteln des Rohres [Ausfiihrung siehe (1)] aufgewirbelt, 


* Wir schlagen vor, anstatt Milligrammprozente den Ausdruck Mziili- 
prozente (m-%) zu verwenden. 
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sodann durch Zufiigung von Wasser bis 10 ccm aufgefiillt. Dieses 
Waschen wird dreimal wiederholt (also viermal zentrifugiert). Das 
Zentrifugieren darf nicht zu scharf sein, da sonst der Niederschlag 
zu stark zusammenklebt und schwer zu lésen ist. 


Zum abgeschiedenen Calciumoxalat fiigt man 2 ccm Ferrilésung. 
Dies wird am besten bei Lampenlicht vorgenommen. Bei Tageslicht mub 
der Inhalt durch ein umgewickeltes schwarzes Papier geschiitzt werden! 
Sollte die Lésung in 2 bis 3 Minuten nicht vollstandig erfolgen (was bei 
richtiger Arbeitsweise nicht vorkommt), so zerreibt man die letzten 
Kérnchen mit Hilfe eines Glasstabes. Nachher fiigt man 2 Tropfen 
Kaliumbijodatlésung (5) zu (zum Schutze gegen Autooxydation), sodann 
1 cem Sulfosalicylséure (6) und fillt mit Wasser bis zur Marke (10 ccm) 
auf. Die Farbe entwickelt sich augenblicklich und ist bestandig. Die 
Extinktion (£,) ermittelt man im Stupho unter Benutzung des Filters 
S 53, bei l em Schichtdicke. Aus £, sind die zugehérigen Oxalat- bzw. 
Ca-Werte auf Grund von Tabelle I ablesbar. Man stellt am besten diese 
Zahlen graphisch dar und liest das Ergebnis von der Kurve ab. Die 
Tabelle I gibt die Normalitét in cem n/100 Lésung ausgedriickt, ebenso 
die Ca-Konzentration in m-°%, der untersuchten Lésung an, voraus- 
gesetzt, daB man 2cem davon untersucht hatte. Die im Reaktions- 
gemisch enthaltene Oxalséure ist in mg Ca-Oxalat ausgedriickt. 


Tabelle I. 


Extinktionswerte (Farbfilter S 53). 








a | ee nj100 | Extinktion | C2-O*#lat | oa njl00.—s-Extinktion 

dg ‘ (Ey) eit te (Ey) 

mg m-°/9 com mg m-9/9 ecm 
| 

1,28 20 2,0 0,227 0,48 45 0,75 | 0.730 
1,12 17,5 1,75 0,295 0,32 5,0 0,50 0,882 
0,96 15 1,5 0,376 0,16 2.5 0,25 1,059 
0,80 12,5 1,25 0,473 0,0 0,0 0,0 1,2¢ 
0,64 10,0 1,00 0,595 


In zehn Bestimmungen aus reinen (0,5 bis 2,0 eem n/100) CaCl,-Lésun- 
gen, deren Starke vorher auf Grund des Chlorgehalts ermittelt wurde, 
konnten wir den Ca-Gehalt innerhalb der héchsten Abweichung von 2,2%, 
des Gesamtwertes wiederfinden. 


Tabelle II enthalt Additionsversuche. Die zum Blutserum gefiigten 
CaCl,-Mengen werden durch unsere Methode genau wiedergefunden. Der 
mittlere Fehler der Einzelbestimmungen ist sogar bei diesen Additions- 
versuchen geringer als + 3%, 


SchlieBlich sei nochmals hervorgehoben, dafS das wesentliche der 
Methode die kolorimetrische Bestimmung des Oxalats ist. Zur Darstellung 
des Ca-Oxalatniederschlags sind auch alle anderen Vorschriften, ebenso 
auch die Filtriermethoden (z. B. diese von Kirk und Schmidt) verwendbar. 
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Tabelle LI. 


Additionsbestimmungen (Werte in Milliprozenten). 





Serum-Calcium Addition (1 eem S. Untarschiod 
(2 cem) + 1eem CaCly) Za- |webrwert —" 
Nr. — a Sah Oi" cartel . rics oe gesetztes gefunden 
Einzel- Mittel Einzel- Mitte! | Calcium m-0 0 
werte werte . 
11,0 20 29,1 , rR sa a 
1 10.55 10,78 99:7 29,4 18.5 18,6 + 0,1 0,55 
2 8,4 26,5 18,5 18,1 — 0,4 2,2 
é 7,0 25,4 18,5 18,4 — 0,1 0,55 
9,35 * 28,0 98 2R 9 ; ‘ 
4 9.55 9,45 987 28,35 18,7 18,9 1 0,2 1,1 
5 pp 28,$ ~ 9 - a- 
5 i 9,55 00 28,95 18,7 19,4 +0,7 | 3,75 
4 929 
6 | 33 | 940) 282 | 9895 | 18,7 | 1895) +025 | 1,85 
es ),85 os 24,2 ‘ . a | 
7 | gap | 685 | Se’e | 249 | 184 | 1905) —086 | 1,9 
10,1 28,6 . " is e 
2 aa 2t 2: 8 — 0,4 2 
8 10.3 10,20 28.3 28,45 18,25 18,7 0,4 ) 2,4 


Die Bestimmung der Oxalsiure in Harnsteinen. 

Zur Bestimmung der Oxalsdure in Konkrementen dienten bisher 
nur Fallungsreaktionen und es fehlte wohl an einer spezifischen Methode. 
[Die neue Reaktion von Schmallfuss, Werner und Kraul (5) ist nur zum 
qualitativen Nachweis geeignet.] Unser Verfahren ist auch hierzu 
brauchbar. Von allen ibrigen Bestandteilen ist namlich nur die Phosphor- 
siure imstande, die Ferrisulfosalicylsiurereaktion zu hemmen, jedoch 
in viel schwaicherem Grade. Das Verhaltnis der Wirkungsstarken 
Ca-Oxalat Ca, (PO,), ist etwa 20. Alle iibrigen Substanzen, welche vor- 
kommen kénnen (Kohlenséure, Harnséiure, Schwefelséure, Eiweif, 
Cystin, Xanthin, Kationen) sind unwirksam. In phosphorfreien Lésungen 
ergibt daher die farbschwachende Kraft sogleich den Gehalt an Oxal- 
siure. Oder haben wir die anwesende Phosphorsaure (z. B. mittels 
eines kolorimetrischen Verfahrens) bestimmt, so ergibt der Phosphor- 
(P)-Gehalt mit 0,5 multipliziert [da Ca, (PO,)./P . 20 = 0,5 ist] die 
gleichwirksame Menge von Ca-Oxalat. Dieser Wert muB vom Gesamt- 
ergebnis abgezogen werden, um das Ca-Oxalat selbst zu erhalten. 

Es werden 3,0 mg des fein pulverisierten Steines (am besten mit 
der Torsionswaage) abgewogen und in 4ccm Ferrilésung gelést 
(Tageslicht vermeiden!). Nach Zufiigung von 4 Tropfen Bijodat- 
lésung und 2ccem Sulfosalicylsiure wird mit Wasser bis 20 cem 
erginzt und, wenn nétig, durch Zentrifugieren geklart. Aus der er- 
mittelten Extinktion ergibt die aus Tabelle | dargestellte Kurve den 
Ca-Oxalatgehalt von 1,5 mg Harnstein. 
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Z. B. sei die gefundene E, = 0,595. Dies entspricht (Tabelle I) 0,64 mg 

Ca-Oxalat. Der P-Gehalt in 3,0 mg Stein sei aber 0,06 mg P, was 0,06 . 0,5 

0,03 mg Ca-Oxalat gleich wirkt. Der wahre Ca-Oxalatgehalt ist daher 
0,61 mg in 1,5 mg Stein, also 40,7 %. 

Im Harn selbst ist die Oxalsiure mit dieser Methode ihrer kleinen 
Menge wegen direkt nicht bestimmbar. Untersucht man Harn unmittelbar 
mit Ferrichlorid-Sulfosalicylsaure, so wirken darin hauptsachlich die 
Phosphate farbhemmend. Doch kénnte das Verfahren zur Kiirzung der 
iiblichen Isoliermethoden, oder in Verbindung mit Maugeris Fallungs- 
verfahren (6) gute Dienste leisten. 


Zusammenfassung. 

Die Oxalsiure hemmt die Farbreaktion zwischen Ferriionen und 
Sulfosalicylsiure in starkem Grade, wozu die meisten organischen 
Sauren, z. B. Milchsaure, nicht imstande sind. Aus der hervorgerufenen 
Farbschwachung ist mittels des Pulfrichschen Stufenphotometers die 
anwesende Oxalsiuremenge genau bestimmbar (z. B. in Harnsteinen), 
ebenso das als Oxalat abgeschiedene Calcium (in reinen Lésungen und 
auch in K6rpersaften). 
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Einfache und praktische Verbesserungen der Methodik bei den 
chemischen Uberschichtungsreaktionen. 
Von 
A. Clementi. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Kéniglichen Universitat in Catania.) 
(Eingegangen am 18, August 1954.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Der Gebrauch von Pipetten fiir chemische UCberschichtungs- 
reaktionen auf Fliissigkeiten von verschiedenem spezifischen Gewicht 
(Reaktionen von Heller, Molisch, Adamkiewicz usw.) ist bekannter- 
maBen nicht empfehlenswert.  Kinerseits ist er namlich fiir den An- 
fanger nicht ungefahrlich, weil die aufzuziehenden Sauren und Alkalien 
konzentriert sind, andererseits aber fiir den Lehrer nicht  praktisch, 
besonders wenn es gilt, vor den Hérern zahlreiche Cberschichtungs- 
reaktionen gleichzeitig auszufiihren. 


Es dirfte daher meines Erachtens zweckmabig sein, die Auf- 
merksamkeit der Analytiker auf einige besondere Verbesserungen der 
Methodik zu lenken und einige neue Typen von Reagensgliasern (Doppel- 
reagensrohrchen) zu beschreiben, die ich hier angeben will. Dieselben 
sind dazu berufen, infolge ihrer ausnehmend guten Brauchbarkeit bei 
der Durchfiihrung der chemischen Uberschichtungs- 
reaktionen, Pipetten vorteilhaft zu crsetzen. Mir selbst 
hat sich ihr Gebrauch bestens bewahrt nicht allein zur 


Ausfiihrung der Farbeniiberschichtungsreaktionen (z. B. 
der Gmelinschen Reaktion), sondern auch bei mit 
Flockung verbundenen Uberschichtungsreaktionen — zwi- 
schen Flissigkeiten verschiedenen spezifischen Gewichts 
(z. B. bei der Hellerschen Reaktion). 





al 





1. Gewohnliches Doppelreagensréhrehen. — 
Mit einem gewoéhnlichen Reagensréhrchen ist’ ein Y 
kiirzeres verbunden: die Verbindung erfolgt dureh An- Abb. 1. 
schmelzen eines ganz diinnen Réhrchens, das etwa 5 em ee 
glase 


iiber dem unteren Ende einmiindet (Abb. 1). Man geht (gewonhnlich). 

folgendermaBen vor: Zunadchst werden etwa 2ccm der 

konzentrierten Saéure oder Lauge in das langere Reagensréhrehen 

geschiittet, hierauf sehr langsam in das kiirzere R6hrchen die zu priifende 

Fliissigkeit eingebracht. die nunmehr die zuerst cingefiillte tiberschichtet. 
14* 
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2. Doppelreagensréhrehen mit angeschmolzenem Trichter. 

Das untere umgebogene Ende des diinnen Rohres eines angenahert 
zVlindrischen ‘Trichters ist an das untere Ende eines gewohnlichen 
teagensrOhrchens angeschmolzen (Abb. 2). Man geht folgendermaBben 
vor: In das Reagensréhrchen werden etwa 3cem der zu_priifenden 
Fliissigkeit, in den kleinen Trichter aber wird langsam die konzentrierte 
Séure oder das konzentrierte Alkali eingefiillt: beide Fhissigkeiten 
schichten sich iibereinander, ohne sich miteinander zu vermischen. 


3. Doppelreagensréhrehen mit angeschmolzenem Trichter und mit Hahn. 


Es handelt sich um eine Abaénderung des vorhin beschriebenen 

Doppelreagensréhrchens; mit Hilfe des angebrachten Hahnes ist es 

méglich, die Saure oder das Alkali auBerst 

— langsam aus dem Trichter in das Reagens- 
rohrehen einflieBen zu lassen (Abb. 3). 


4. Trichter mit langem Rohr und seitlicher 
Offnung. 

Das Rohr dieses Trichters ist linger 
als ein gewohnliches Reagensréhrchen ; 
unten ist das Rohr zugeschmolzen, 
wahrend  seitlich eine kleine Offnung 
angebracht ist (Abb. 4). Gelegentlich 
habe ich, allerdings nicht mit so gutem 














Abb. 2. Abb. 3. ges : e ; nest 
Doppelreagens-  Doppelreagens- Erfolg, einen ahnilichen Trichtertypus 
oe wane verwendet, dessen unteres Ende fléten- 

(mit Trichter). (mit Trichter i ; 
und Habn). schnabelartig auslief. Man geht folgender- 


maBen vor: Die zu prifende Fliissigkeit 
kommt in ein gewéhnliches Reagensréhrchen; der Trichter wird der- 
art eingetaucht, daB das Ende des Trichterrohres den Boden des 
Reagensréhrchens beriihrt, und sodann die konzentrierte Saéure oder 





Gy — 


Abb. 4. 
Trichter mit langem Rohr und seitlicher Offnung. 


das konzentrierte Alkali in den Trichter geschiittet. Die beiden 
Fliissigkeiten iiberschichten sich und an der Trennungsfliche wird 
der Grenzring ausgebildet. Wahrend des Ablaufes der Reaktion darf 
man jedoch den Trichter nicht herausziehen, weil die im Trichterrohr 
zuriickgebliebene Fliissigkeit die Uberschichtungsreaktion wahrend des 
Heraushebens stéren kann. 
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5. Semikapillarréhrehen mit fliétenschnabelartigem Ende. 


Dieser R6hrchentypus entspricht dem in der Serologie fiir Uber- 
schichtungsreaktionen verwendeten (Abb. 5), nur ist er etwas modifiziert. 
Man geht wie im vorhergehenden Falle vor, nachdem man in den oberen 
Konus einen gewohnlichen kleinen Trichter eingesetzt hat; nach Aus- 


aeeets — <—— 7 {) 


Abb. 5. 
Semikapillarréhrehen. 





fiihrung der Reaktion und Entfernung des Trichters kann das Réhrchen 
herausgehoben werden, wobei dessen obere Offnung durch die Kuppe 
des rechten Zeigefingers verschlossen wird. Auf diese Art wird das 
AusflieBen der im unteren Teil zurtickgebliebenen Fliissigkeit verhiitet. 








Abb. 6. 


Hellersche Eiweifreaktion, ausgefiihrt mit den neuen Modellen von Reagensglisern 
(Doppelreagensglisern) fir Uberschichtungsreaktionen. 


Es sei ganz besonders auf die drei hier beschriebenen neuen Typen 
von Reagensglisern (Doppelreagensgléser) hingewiesen, weil sich 
dieselben fiir Laboratoriumsarbeiten nicht allein bei Durchfiihrung 
der Uberschichtungsreaktionen (Abb. 6), sondern auch zu anderen 


technischen Manipulationen eignen. 
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Resorption und Ausscheidung des Follikulins im menschlichen 
Organismus. 


Il. Mitteilung: 
Zur Kenntnis der Follikulinausscheidung in Harn und Fazes normaler Minner. 
Von 
Hans Eng. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung von ,,Aktieselskabet Freia Chokoladefabriks 
Medicinske Fond*.) 


(Eingegangon am 10. September 1954.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In der J. Mitteilung! habe ich iiber den Follikulingehalt verschiedener 
Nahrungsmittel berichtet. Aus ihnen folgt, daB man, unter Zugrunde- 
legung der an den hiesigen Krankenhausern tiblichen Tagesportionen, 
dem Organismus mit der Nahrung bis zu 400 ME. Follikulin zufiihren 
kann. Ich habe in dieser Mitteilung weiter zeigen kénnen, da die im 
Harn und Fazes normaler Manner aufgefundenen Mengen Follikulin 
auffallend gut iibereinstimmen mit jenen Betragen, welche sich rein 
rechnerisch ergeben, wenn man die von Kemp und Pedersen- Bjergaard (1) 
ermittelten Zahlen fiir die Ausscheidung von per os gegebenem reinen 
Follikulin durch Harn und Fazes auf die mit der Nahrung zugefiihrten 
Follikulinbetrage in Anwendung bringt. Unter diesen Umstanden ist 
die Annahme berechtigt, das das gesamte im Urin und Fazes normaler 
Manner gefundene Follikulin der Nahrung entstammt. 

Die Ausscheidung 6strogener Stoffe durch den Mann kann in ver- 
schiedener Weise erklart werden: 

1. Entstehung von Follikulin im Organismus, entweder als Ab- 
sonderung speziellen Driisengewebes, oder durch Synthese (bzw. Abbau) 
unbekannter Stoffe im Organismus. 

Zondek (2) halt es fiir méglich, daB das Follikulin im mannlichen 
Organismus ein intermediares Abbauprodukt des Testikulins sei; er be- 
griindet seine Auffassung wesentlich mit den chemischen Strukturverhalt- 
nissen beider Stoffe. 

2. Das Follikulin entstammt ausschlieBlich der Nahrung. 

3. Ein Teil entstammt der Nahrung und ein Teil wird im Korper 
gebildet. 


1 Diese Zeitschr. 271, 370, 1934. 
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4. Und schlieBlich behaupten u.a. Maino und Frattini (3) (4), 
daB Testikulin und Follikulin zwar die namliche Wirkung auf den 
Genitaltraktus ausiiben, dafS aber ihre Wirkung auf die sekundaren 
Geschlechtsmerkmale verschieden sei. Indessen mu diese Anschauung 
auf Grund zahlreicher Untersuchungen als widerlegt angesehen werden 
[Loewe und Mitarbeiter (5) und andere}. 


Um zwischen den hier genannten Méglichkeiten eine Entscheidung 
treffen zu kénnen, war es nétig, eine Arbeitshypothese aufzustellen. 
Auf Grund der bisher vorliegenden Untersuchungsergebnisse bin’ ich 
vorlaufig davon ausgegangen, da das Follikulin ausschlieBlich der 
Nahrung entstamme. 


Ks galt nunmehr zuerst eine Nahrung ausfindig zu machen, die 
sich als von 6strogenen Substanzen frei erwies. Nach Ausfiihrung einer 
Reihe Extraktionsversuche hat sich nachstehende Zusammensetzung 
als ,,follikulinfrei* erwiesen: ,,British Drug House’ vitaminfreie Didt, 
300 g, Rohrzucker, 400 g, 96°, iger Alkohol, 100cem. Sodann habe ich die 
Follikulinausscheidung eines normalen 23jahrigen Mannes untersucht, 
der wahrend der ganzen Dauer des Versuchs seiner taiglichen Arbeit 
nachging. Der Versuch begann am 26. April und wurde am 2. August 
abgeschlossen, umfaBte somit 69 Tage (siehe auch die schematische 
Skizze). Nach der Art der Ernahrung zerfallt der Versuch in vier 
Abschnitte : 


1. Periode: gew6hnliche und beliebige Ernahrung. 


2. Periode: Standardkost, follikulinhaltig, bestehend aus 


BOG as, hee ae ee, ce ae 
Mangere 2 6g mh te ee st ee «oem 
Se Ore ee eee 
Tee (Gewicht der Blatter) . . 2... 2 2. 7g 
PUN Nec hoe fee 8 Se ae es 60g 
Qohsentiomeh. . . 5. i. 2 ee wee we ee RS 
PRAISE tn l4g 
Dogmlonwittel- 5.5 a eRe 6 Stiick 
PREV ORAC MIND Ge ad dna 2 Gl amine ets <8 log 
ge: | nen rm l 
ee 
Vitaminfreie Diat (British Drug House)... 200 bis 300¢ 


3. Periode: follikulinfreie Kost 


Vitaminfreie Diat (British Drug House) . . 300g ae 
| zeitliche 
ROMPSUCKGr 65 ki ke eh ee ow ee AO | Theses 
: é F< 
AimOnel, BG Voie 5 eG eS ere ww we * Oem | 6 Tage 


Aqua dest. beliebig 


4. Periode: Kost nach eigener Wahl. 
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Der Harn wurde nach Siebke extrahiert. AuBerdem wurde ein 
Teil des Urins nach der von Glimm und Wadehn (6) angegebenen 
Dialysenmethodik untersucht. Indessen ergab die Benzolextraktion 

héhere Werte, und die Dialysenmethode wurde 









SES daraufhin wieder fallengelassen. 

a hs Nebenstehende Abbildung veranschaulicht 
S ° 7 ° ve ° 
sie die erhaltenen Ergebnisse. Wie daraus ersicht- 
mS lich, wurde in der 1. Periode (26. April bis 
m, 14. Juni 1934) der Stuhl nur einige Male 

i} ° . ° 
8 untersucht. Hingegen kontrollierten wir den 
= Is Urin vom 2. bis 30. Mai taglich, spater in Form 
sl: iis ns ‘ : 
S von Stichproben. Wahrend der 2. und 3. Periode 






15V1.17 
16. 
SS 


(15. bis 24. Juni und 25. bis 30. Juni) wurden 
Urin und Stuhl taglich untersucht. Zwecks 





2 







Ri normaler Darmentleerung wurde wahrend der 
3 3. Periode als Abfiihrmittel MgSO, gegeben. 
x Wahrend der 1. Versuchsperiode schwanken 
h die Follikulinbetrage. Der héchste im Harn 
* .  gefundene Wert betragt 35 ME., der niedrigste 
, <£ I13ME. Auch wahrend des 2. Versuchsabschnittes 
a “  andert sich an diesen Verhaltnissen nichts. Der 
my 4 gréBte Wert war 44 ME., der niedrigste 13 ME. 
o TSs pro 24-Stunden-Urin. In den ersten 3 Tagen 
ans der 3. Periode findet ein rascher Fall des Folli- 
N kulins bis unter 3 ME. im Harn bzw. Fazes 
“" statt. Dieser Befund steht in UCbereinstimmung 
, 3 mit der Erfahrung, wonach per os einge- 
pa nommenes reines Follikulin innerhalb von 2 bis 
al wate 3 Tagen den Organismus verlaBt. Vom * Tage 
“ss ' ab halt sich das Follikulin konstant unter 3 ME. 
we Derartige Versuche sind, soweit mir be- 
~ a kannt, friiher nicht ausgefiihrt worden. Das 











Ys eye SS erhaltene Ergebnis deutet darauf hin, daB das 
5. S§ im normalen mannlichen Harn und Fazes vor- 
RY te OF a ™ + 
S & handene Follikulin von der zugefiihrten Nahrung 





herriihrt. Natiirlich darf man einen einzigen 
Versuch nicht als beweiskraftig ansehen, weshalb die Resultate 
hier nicht weiter besprochen werden sollen, zumal die vorliegende 
Mitteilung als vorlaufiger Bericht gedacht ist. 


Zusammenfassung. 
Ein normaler 23jahriger Mann wurde auf follikulinfreie Diat 
gesetzt. Die mit dem Urin und Stuhl ausgeschiedene Menge Follikulin 


lag unter 3 ME. pro Tag. 
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Zufiigung bei der Korrektur. Kinstweilen noch nicht abgeschlossene 
Analysen von Harn und Fazes einer anderen Versuchsperson scheinen 
indessen darauf hinzudeuten, dab die Verhaltnisse nicht immer so 
einfach liegen wie in dem oben beschriebenen Falle. Eine endgiiltige 
allgemeine Entscheidung zwischen den einleitend angefiihrten drei 
Moéglichkeiten beziiglich der Herkunft des ausgeschiedenen Follikulins 
laBt sich also augenblicklich nicht treffen. 
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Methode zur Bestimmung kleiner Mengen Furfurol, 
Methylfurfurol und Oxymethylfurfurol. 
(Furfurolgehalt| von einigen Nahrungsmitteln.) 

Von 
Ladislaus Barta. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen.) 
(Eingegangen am 17. September 1954.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung des Furfurols ist gegenwartig die bekannte 
Phloroglucidmethode von Tollens iiblich. Die nur schwer ausschaltbaren 
Mangel dieser Methode motivieren die Einfiihrung einer besseren und 
schnelleren Methode. Neuerdings hat EF. Simon (1) eine Methode zur 
Bestimmung von Furfurol und Methylfurfurol ausgearbeitet, die beide 
als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone gravimetrisch bestimmt werden. 
Diese Methode gibt jedenfalls viel bessere Resultate als die von T'ollens 
und ist auch als kolorimetrisches Verfahren zur Bestimmung kleiner 
Mengen Furfurol geeignet!. 

Es werden im folgenden zwei Methoden beschrieben, mit welchen 
sich Furfurol, Methylfurfurol und Oxymethylfurfurol auch in groBer 
Verdiinnung gut bestimmen lassen. Die erste Methode beruht auf der 
Reaktion zwischen Furfurol und Anilinacetat, wobei eine starke rote 
Farbung entsteht (2). Diese Reaktion gibt nur das Furfurol: Methyl- 
furfurol und Oxymethylfurfurol liefern nur eine schwache gelbe Farbung?. 
Der zweiten Methode liegt eine Farbreaktion zugrunde (Simon, |. c.), 
die eintritt, wenn man zu der alkoholischen Lésung von Furfurol- 
2, 4-di-nitrophenylhydrazon Lauge gibt, wobei eine starke und_be- 
standige rote Farbung entsteht. Die Untersuchungen haben gezeigt, 
daB diese Reaktion zwar empfindlicher ist als die mit Anilinacetat, 
aber nicht selektiv, da sich Methylfurfurol (Simon) und Oxymethyl- 
furfurol ahnlich verhalten. Die Verwendung dieser zwei Reaktionen 
gestattet also die gesonderte Bestimmung des Furfurols und die des 
Methylfurfurols und Oxymethylfurfurols zusammen. 


1. Bestimmung des Furfurols mit der Anilinacetatreaktion. 


Die ersten qualitativen Proben iiberzeugten mich davon, daB die Starke 
der roten Furfurolfarbung mit Anilinacetat mit der Saéurekonzentration 


1 Uber andere in der Praxis aber nicht eingebiirgerte Furfurolbestim- 
mungsmethoden siehe bei Simon (l.c.) und Zeitschr. f. analyt. Chem. 438, 
g : 
256, 1904; 51, 516, 1912; 52, 240, 1913. — ? DaB Methylfurfurol mit 


essigsaurem Anilin sich nur gelb farbt, ist bereits in Neuberg, .,Der 


Harn“, Berlin 1911, S. 343 angegeben. 
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in der Lésung steigt und daf die Lésung bei alkalischer Reaktion farblos 
bleibt; es ist also wichtig, daB die Furfurollésung neutral ist. AuBerdem 
ist die Starke der Farbung auch von der Konzentration des Reagens ab- 
hangig. Der gebildete Farbstoff lést sich in Alkohol mit schéner fuchsin- 
ahnlicher Farbe, weshalb auch die Reaktion mit einer alkoholischen Lésung 
von Anilinacetat durchgefiihrt wurde. Zur Entscheidung, was fiir ein 
Verhaltnis zwischen der Menge des gebildeten Farbstoffs und der Konzen- 
tration des Reagens besteht, wurden folgende Versuche angestellt. 
Je 15 cem alkoholischer Anilinacetatlésung von verschiedenen Konzen- 
trationen (1 bis 5%) wurden mit der gleichen Menge Furfurol (2 mg Fur- 
furol in 5cem Wasser) versetzt und die 
10 stirkste Farbung mit der der iibrigen 
Lésungen verglichen. Die Resultate zeigt 
die Abb. 1. 
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Aonzentration der Aniinacetattasung Zeit in Minuten 
Abb. 1. Abb. 2. 
EinfluB der Anilinkonzentration Anderung der Intensitat der Anilinacetat- 
auf die Farbung mit Furfurol. Furfurol-Farbung. 


Aus den Daten der Abb. | ist ersichtlich, daB die Farbung mit 5 Giger 
Anilinacetatlé6sung 6,7 mal starker ist als die Farbung mit | °jigem Reagens; 
mit einer 2% igen Lésung entsteht eine Farbung von halber Starke und mit 
4%iger eine ebenso starke als mit der 5°%,igen Anilinacetatlésung. Vom 
Standpunkt der kolorimetrischen Bestimmung des Furfurols ist es wichtig 
zu betonen, daB die gefarbten Lésungen langsam entstehen und sich mit 
der Zeit langsam entfairben und diese Entfarbung desto rascher erfolgt, 
je gréBer die Konzentration der Anilinacetatlésung ist. Beim Gebrauch 
von 4- oder 5°%iger Anilinacetatlésung erfolgt die Entfarbung zu _ rasch, 
weshalb der Gebrauch des Anilinacetats in 3°% iger Lésung am zweck- 
maBigsten erschien. Zur Feststellung des Zeitpunktes, an dem die fort- 
wahrend zunehmende Farbung stehenbleibt und die Lésung sich weiter 
zu entfarben beginnt, wurde folgender Versuch durchgefiihrt. Es wurde 
eine Lésung von Methylorange bereitet, deren Farbe der Anilin-Furfurol- 
farbung ahnlich war. Mit dieser Lésung wurde die Mischung des Furfurols 
mit 3%jiger Anilinacetatlésung zuerst 5 Minuten nach dem Mischenu, dann 
jeweils nach 10 Minuten verglichen. Die Resultate zeigt Abb. 2. Eine 
wesentliche Verstarkung der Farbung kommt nur in der ersten halben Stunde 
zustande, in der zweiten halben Stunde ist die Verstarkung nur noch un- 
bedeutend. Nach Ablauf 1 Stunde andert sich die Farbung dann nicht 
mehr und bleibt wahrend dreistiindigem Stehen unverandert, welche Zeit 
selbst fiir Serienbestimmungen ausreichend ist. Nach dreistiindigem 
Stehen entfarbt sich die Lésung langsam und in einem halben Tag verliert 
sie die rote Farbe vollstandig und es bleibt eine schwache gelbe Farbung 
zuriick. 
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Die Daten der Tabelle I sprechen dafiir, daB die Starke der Farbung 
der Furfurolkonzentration proportional ist, daB also das Beersche 


Gesetz gilt. 
Tabelle I. 





Stand des Kolorimeters* Ab- Ge- Stand des Kolorimeters * Ab- Ge- 
gewogen  funden gewogen funden 
Vergleichs- Versuchs- | Furfurol Furfurol] Vergleichs- Versuchs- | Furfarol Furfurol 
losung lésung mg mg losung losung mg mg 
10 29,8 0,50 0,48 20 9,8 2.00 2,04 
29 : 1,09 — 20 6,8 3,00 2,96 
29 12,8 1,50 1,56 





* Alle kolorimetrischen Bestimmungen wurden mit einem Dubosegschen Kolorimeter 
durchgefiihrt. 


Mit Riicksicht auf die erwahnten Bedingungen wird die Bestimmung 
des Furfurols folgendermaBen durchgefihrt. 

Erforderliche Lésungen: 

1. Anilinacetatlésung. 9,3 g¢ frisch destilliertes Anilin mit 6g Eis- 
essig vermischt und von der entstehenden gelben Lésung 3 ccm mit 
%6 °©,igem Alkohol auf 100 cem aufgefiillt ; die L6sung bleibt im Dunkeln 
farblos und ist wochenlang brauchbar. 

2. Furfurolvergleichslésung. Aus frisch abdestilliertem Furfurol 
(Merck pro analysi) wird 0,5 g in etwa 400 ccm destilliertem Wasser 
gelést und in einem aliquoten Teil der Lésung die Menge des Furfurols 
nach Simon genau bestimmt und so verdiinnt, daB die Lésung je ccm 
1 mg Furfurol enthalt. 

Man wahlt die Menge des zu bestimmenden Furfurols so, daB sie 
nicht weniger als 0,1 und nicht mehr als 3 mg in 5 cem Lésung betragt. 
Es 1aBt sich also das Furfurol mit der Anilinacetatreaktion in einer 
Verdiinnung von 1: 50000 bestimmen. Die Furfurollésung wird in 
ein Réagensglas iibergefiihrt, mit destilliertem Wasser zu 5 cem erganzt 
und mit 15cem Anilinacetatlésung gut durchgemischt. Gleichzeitig 
werden die Vergleichslésungen eingestellt und 1 Stunde nach dem 
Mischen kolorimetriert. 

Die in dieser Weise durchgefiihrten Bestimmungen fiihrten zu den 
in der Tabelle II zusammengefaBten Ergebnissen. 


Tabelle II. 





Abvewogen Gefunden 0), des wieder- | Abgewogen Gefunden 0), des wieder- 
Furfurol Furfarol gefundenen Furfurol Furfurol gefundenen 
mg mg Furfurols mg mg Furfurols 
0,1 0,10 109,0 1,2 1,16 96,6 
0,6 0,58 96,6 2,0 1,97 98,5 
0,9 0.92 102,2 3,0 3,05 101,7 
1,0 0,08 100.8 
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Nach einigen Autoren (3) gibt Methylfurfurol mit Anilinacetat 
eine ahnliche rote Farbung wie das Furfurol selbst, nach anderen (4) 
aber gibt weder Methylfurfurol noch Oxymethylfurfurol eine rote 
Fairbung. Um zu entscheiden, in welchem Mabe das Vorhandensein 
der zwei Furfurolderivate die Farbung beeinflubt, wurden folgende 
Versuche angestellt. 

Oxymethylfurfurol wurde aus Rohrzucker dargestellt (5). Yon dem 
gelbbraunen rohen Oxymethylfurfurol wurde ein Teil in Wasser geldést 
und die Menge des Oxymethylfurfurols mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
ermittelt (nach eigenen Beobachtungen laBt sich auch das Oxymethy!- 
furfurol, wenn es in gréBeren Mengen vorhanden ist, als Hydrazon be- 
stimmen) und dann eine Lésung bereitet, die in 1 ecem 1 mg Oxymethyl- 
furfurol enthielt. Mit dieser Lésung wurden die Reaktionen mit der bei 
dem Furfurol gebrauchten 3° igen alkoholischen Anilinacetatlésung 
durchgetiihrt. 


Tabelle Il. 





20cem Liésung 20eem Lisung 
enthielt Oxy- Beohachiote enthielt Oxy- Beobachtete 
methy}furfurol Farbung methylfurfarol Farbung 
mg mg 
Farblos 3 Schwach gelb 
2 Kaum gelblich 5 Gelb (orangenfarbiger 
Stich) 





Die Daten der Tabelle II] beweisen, daB 5 mg Oxymethylfurfurol 
eine schwachere Farbung geben als 0,05 mg Furfurol in 20 cem Lésung. 
Unter diesen Umstanden konnte man daran denken, Furfurol auch 
neben Oxymethylfurfurol zu bestimmen. Hierzu wurden je 0,2 mg 
Furfurol neben wechselnden Mengen Oxymethylfurfurol mit der Anilin- 
acetatlésung vermischt und die Farbung mit reiner Furfurol-Anilin- 
acetatlésung verglichen (Tabelle LV). 


Tabelle IV. 





Abgewogen Abgewogen Gefunden | Abgewogen Abgewogen Gefunden 
Furfurol Oxymethylfurfurol Furfarol Furfurol Oxymethylfurfurol Furfurol 
mg mg mg mg mg mg 
0,2 — 0,2 0,2 0.6 0,22 
0,2 0,2 0,2 0,2 0,8 0,23 
2 0,4 0,21 0,2 1,0 0,23 





Es ergibt sich aus den Daten der Tabelle IV, da® Furfurol in 
Gegenwart der fiinffachen Menge Oxymethylfurfurol zu bestimmen ist. 
Derartige Versuche wurden auch mit Methylfurfurol vorgenommen. 
Methylfurfurol wurde aus Rhamnose durch Destillation mit 12°, iger 
Schwefelsaure dargestellt und die Menge im Destillat nach Simon 


15% 
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genau festgestellt. Es gab mit Anilinacetat ebenfalls eine gelbe 
Farbung, die noch schwicher ist als die mit Oxymethylfurfurol: 
4mg Methylfurfurol geben in 20cem Lésung eine kaum merkbare 
gelbe Fairbung. Die Bestimmung von Furfurol neben Methylfurfurol 
laBt sich daher durchfiihren, selbst wenn das Methylfurfurol die 
Menge des Furfurols siebenfach iibertrifft. 


2. Die Bestimmung des Furfurols (bzw. Methylfurfurols und Oxymethyl- 
furfurols) mit der alkalischen 2, 4-Di-nitrophenylhydrazonreaktion. 

Bei der Einwirkung von Lauge auf die alkoholische Lésung des Furfurol- 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazons wird die schwachgelbe Lésung dunkelrot 
[diese Reaktion erwihnt auch Simon (1. c.)]. Ahnlich verhalten sich Methyl- 
furfurol- und Oxymethylfurfurolhydrazone. Die Reaktion ist sehr empfind- 
lich, so daB mit ihr noch kleinere Furfurolmengen nachweisbar sind als 
mit der Anilinacetatreaktion. 

Um diese Reaktion zu einer kolorimetrischen Methode auszubilden, 
wurde zuerst gepriift, in welchem Grade die Menge der Lauge die Farbung 
beeinfluBt. Die Versuche haben gezeigt, daB diese keinen wesentlichen 
Einflu8 hat und eine Farbung in gleicher Starke entsteht, ob man 10 oder 
2 ecem n/10 Natronlauge zu der alkoholischen Hydrazonlésung gibt. Die so 
erhaltenen Farbungen sind sehr haltbar und entfarben sich nur allmahlich, 
wenn weniger als 2cem Natronlauge zugefiigt werden. Die Entfarbung 
entsteht wahrscheinlich dadurch, daB die Kohlensiure der Luft die geringe 
Menge Natronlauge in Carbonat verwandelt. 


Die Bestimmung des Furfurols kann daher mit 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin durchgefiihrt werden. 

Erforderliche Lésungen: 

1. 2, 4-Di-nitrophenylhydrazinlésung. 0,5 g Substanz wird in 
100 cem 2n Salzsiure in der Hitze gelést und nach dem Erkalten 
filtriert. 

2. Alkoholische Lauge. 50 ccm n Natronlauge werden mit 200 ccm 
Wasser vermischt und mit 96° igem Alkohol auf 500 ccm aufgefiillt. 

3. Furfurol-Vergleichslisung.  Siehe bei der Bestimmung mit 
Anilinacetat. 

Die Menge des zu untersuchenden Furfurols soll zwischen 0,02 und 
0.5mg in 5cem Lésung betragen. Es ist also die Empfindlichkeit 
dieser zweiten Methode zur Furfurolbestimmung viel gr6Ber (1 : 250000) 
als die der Anilinacetatmethode (1: 50000). Die Lésung wird in ein 
Zentrifugenrohr gebracht, 0,5 cem 2, 4-Di-nitrophenylhydrazinlésung 
zugegeben und 1 Stunde stehengelassen. Dann wird der Niederschlag 
gut abzentrifugiert, die dariiber befindliche klare Fliissigkeit mit einer 
an dem Gummischlauch der Wasserstrahlpumpe befestigten Kapillare 
vorsichtig abgesaugt, der Niederschlag mit 3 ccm destilliertem Wasser 
aufgeriihrt, zentrifugiert, das Waschwasser abgesaugt und dieses Ver- 
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fahren wiederholt. Der Niederschlag wird nun in 10 cem Alkohol gelést, 
nach der Auflésung mit 10 cem alkoholischer Lauge gemischt und die 
entstehende rote Lésung im Kolorimeter mit einer passenden Furfurol- 


vergleichslésung verglichen. 


Aus den durchgefiihrten 


Bestimmungen sind einige in der Tabelle V angefihrt. 


Tabelle V. 


zahlreichen 





Abgewogen Gefunden 0), des wieder- | Abgewogen Gefunden 0/9 des wieder- 
Furfurol Furfurol gefundenen Furfurol Furfurol gefundenen 
mg mg Furfurols mg mg Furfurols 
0,02 0.018 90 0,3 0,312 104 
0,05 0,050 100 0,4 0,408 102 
0,1 0,099 99 0,5 0,510 102 





Die Ergebnisse der kolorimetrischen Versuche (Tabelle VI) mit 
Furfurol-, Methylfurfurol- und Oxymethylfurfurolhydrazonen in alko- 
holischer Lauge zeigen, daB die Farbung des Methylfurfurolhydrazons 
in verschiedenen Konzentrationen mit der des Furfurols gleich ist, 
dagegen Oxymethylfurfurolhydrazon unter 0,1 mg Oxymethylfurfurol 
schon eine bedeutend schwachere Farbung gibt als die gleiche Fur- 
furolmenge. Es lassen sich also Methylfurfurol in einer Verdiinnung 
wie Furfurol (1: 250000) und Oxymethylfurfurol in einer von 1 : 50000 
durch Lésen ihrer 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone in alkoholischer Lauge 
kolorimetrisch noch gut bestimmen. 


Tabelle VI. 





Gefunden 
Oxymethylfurfurol 


Abgewogen 
Oxymetbylfurfurol 


Abgewogen 
Furfurol 


Stand des Kolorimeters 


Furfurol 





mg mg Oxymethylfurfurol mg 
0,05 0.05 10 18 ? 

0,1 0,1 10 13 0,08 

0,2 0,2 10 11,2 0.17 

0, 0.3 10 10,8 0,27 
0,4 0.4 10 10.3 0,38 
0,5 0,5 10 10,1 0,49 

Methylfurfurol Methylfurfurol Methylfurfurol 

0,02 0,02 10 10,2 0,019 
0,05 0,05 10 10,4 0,048 
0,10 0,10 10 10.3 0,097 
0,15 0,15 10 10 O15 
0,25 0,25 10 10 0,25 
0.30 0,30 10 10,2 0,29 
Die beschriebenen Methoden erméglichen daher sowohl die Be- 


stimmungen sehr kleiner Mengen Gesamtfurfurol (Furfurol, Methyl- 
furfurol und Oxymethylfurfurol) als auch die Ermittlung des Rein- 


furfurols. 
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Die Bestimmung des Furfurols kommt am haufigsten bei Pentosen- 
bzw. Pentosanbestimmungen in Frage. Bei der Destillation mit 12 °,iger 
Salzsiure aus Pentosen (Pentosanen) entsteht Furfurol, aus Methyl- 
pentosen (Methylpentosanen) Methylfurfurol und aus Hexosen (Cellulose) 
Oxymethylfurfurol. Auch bei der Trockendestillation von Pentosen 
und Cellulose entsteht Furfurol bzw. Oxymethylfurfurol. Es gibt viele 
Nahrungs- und GenuBmittel in erster Reihe ist Brot zu erwahnen - 
die im freien Zustande Furfurol und Oxymethylfurfurol enthalten. 
Diese Furfurolmengen sind jedenfalls viel zu gering, um mit gewéhn- 
lichen Methoden bestimmbar zu sein. Mit der vorliegenden Methode 
laBt sich aber der Gesamt- und Reinfurfurolgehalt der Nahrungs- 
und GenuBmittel leicht ermitteln. In Tabelle VII ist der Furfurol- 
gehalt des salzsauren Destillats von verschiedenen Tabaken zusammen- 
gefabt (auf 1g Tabak berechnet), wobei auch die Resultate der 
zur Kontrolle der Anilinacetatmethode durchgefiihrten gravimetri- 
schen Bestimmungen nach Simon angefiihrt sind. Die Uberein- 
stimmung der Resultate ist befriedigend. 


Tabelle VII. 





Furfurol in mg Furfurol in mg 
nach der Anilin- sad nach der Anilin- 
nach Simon acetatmethode nach Simon acetatmethode 
55,8 58,2 42,7 43,5 
50,1 49.4 47,9 44,2 
45.9 43,2 42,0 39,9 





In Brot, geréstetem Mehl und in geréstetem Mais wurde das Furfurol 
folgendermaBen bestimmt. 10 bis 50g Substanz werden im Soxhletapparat 
6 Stunden lang mit Athylacetat extrahiert (6), abdestilliert, der Riickstand 
in 50 eem Wasser gelést, filtriert und 5 cem des Filtrats fiir die Bestimmung 
verwendet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle VIIL zusammengefaBt. 


Tabelle VIII. 








Gesamt- Rein- Gesamt- Rein- 

Material furfurol furfurol Material furfurol furfurol 
mg-9!» mg-?/» mg-9/5 mg-°!» 

Brotkrume . . 16,1 — Gerosteter Mais. . . 46,0 15,0 
Brotrinde . . . 10.6 — & » (frisch) 100.0 15,8 
Gerdstetes Mehl 63,0 - Derselbe nach 2 Tagen 35,7 8,3 


Zusammenfassung. 


1. Neutrale Furfurollésung gibt mit 3°,iger alkoholischer Anilin- 
acetatlésung eine rote Farbung, die zur kolorimetrischen Bestimmung 
des Furfurols (niedrigste Konzentration 1: 50000) geeignet ist. Mit 
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dieser Methode ]aBt sich das Furfurol auch in Gegenwart von Methyl- 
furfurol und Oxymethylfurfurol bestimmen. 


2. Die 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone des Furfurols, Methylfurfurols, 
und Oxymethylfurfurols geben in alkoholischer Lauge gelést eine rote 
Farbung, die zur kolorimetrischen Bestimmung des Furfurols (1 : 250000), 
Methylfurfurols (1: 250000) und Oxymethylfurfurols (1: 50000) ge- 
eignet ist. In Anwesenheit aller drei laBt sich mit dieser Methode 
das Gesamtfurfurol bestimmen. 


Literatur. 
1) BE. Simon, diese Zeitschr. 247, 171, 1932. 2) L. Rosenthaler, 
Der Nachweis organischer Verbindungen. Stuttgart 1923. 8. 144. 
3) Fk. W. Klingstedt, Zeitschr. f. analyt. Chem. 66, 129, 1925. 4) C. Neu- 
berg, t.c.; L. Rosenthaler, 1. ¢. 5) Cellulosechem. 4, 31, 1923; zitiert 
nach F’. W. Klingstedt, 1. ¢. 6) F. Weiss, Chem. Centralbl. 1980, I, 914. 





Nephelometrische Methode 
zur Bestimmung der Anzahl der Mikrobenleiber in bakteriellen 
Suspensionen mit Hilfe einer Photozelle. 
Von 
E. S. Awtonomowa und T, A. Stessel. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Serovaccineabteilung des Instituts 
fiir Experimentelle Medizin der USSR. Leningrad.) 


(Eingegangen am 17. September 1954.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Von den uns bekannten Methoden zur Bestimmung der Anzahl 
der Mikrobenleiber in bakteriellen Suspensionen ergeben die meisten 
héchst ungeniigende Resultate und sind auBerdem umstandlich in der 
Ausfiihrung. Einen besonderen Platz nimmt nur die sogenannte nephelo- 
metrische Methode ein, welche offenbar einen neuen und erfolgreicheren 
Weg einschlagt. 

Muntner hat im Jahre 1926 (1) unter Anwendung des Aleinmann- 
schen Nephelometers eine peinlich ausgearbeitete, praktisch verwend bare 
Methode zur Bestimmung der Mikrobenzahl veréffentlicht, die als die 
genaueste unter den vorhandenen anerkannt wird. Trotzdem findet 
sie bei uns keine weitere Verbreitung, wofiir wir die Schwierigkeit der 
Wahl einer Standardfliissigkeit, mit welcher die zu untersuchende 
Suspension verglichen werden kann, verantwortlich machen. 

Kinen groBen Fortschritt in der Entwicklung dieser Methode be- 
deutet die Anwendung einer Photozelle, welche von NV. N. Andrejew in die 
Praxis biologischer Arbeiten eingefiihrt wurde (2). Bei der Ausarbeitung 
unserer Methodik haben wir den von Andrejew vorgeschlagenen Apparat 
verwendet und ihn unseren speziellen Anforderungen angepaBt. 

Den wesentlichsten Teil der Vorrichtung (siehe schematische Abb. 1) 
bildet die Kaliphotozelle, welche aus einer luftleeren Glaskapsel besteht, 
deren innere Oberfliche mit einer Schicht metallischen Kaliums bedeckt 
ist, und in welche ein Kupferdraht eingefiihrt ist. Das Kalium und das 
Kupfer, welche die Pole der Photozelle bilden, werden mit den Polen einer 
Batterie von 40 bis 100 Volt verbunden und in die Kette werden ein Spiegel- 
galvanometer (G) mit einer Empfindlichkeit von 107° und ein Ballast- 
widerstand (O) zum Schutze des Galvanometers eingefiihrt. Bei Belichtung 
der Photozelle erscheint Strom in der Kette, dessen Starke im geraden 
Verhaltnis zur Intensitat des auf die Photozelle fallenden Lichtes steht. 
Die Photostromstirke wird nach den Schwankungen des Galvanometer- 
spiegels gemessen und kann in Amperebruchteilen ausgedriickt werden. 

Vor der in der Kammer der Photozelle angebrachten Offnung befindet 
sich die Kiivette K, welche mit der Versuchsfliissigkeit gefiillt wird; seitlich 
wird dieselbe durch eine mehr oder weniger starke Lichtquelle L (300 Watt) 
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belichtet. Das durch die Partikeln in der Suspension zerstreute Licht 
wird in die Photozelle zuriickgeworfen, wodurch in deren Kette Strom erzeugt 
wird; die Stromstarke steht in geradem Verhaltnis zur Menge der suspen- 
dierten Partikeln, da diese Menge in geradem Verhaltnis zur Menge des 
zerstreuten Lichtes steht. Somit dient die Photostromstarke als Ma fiir 
die Anzahl der Partikeln (in unserem Falle sind es Bakterien). 

Die beschriebene nephelometrische Vorrichtung besitzt den Vorzug, 
daB bei der Arbeit mit ihr alle diejenigen Schwierigkeiten beseitigt 
werden, welche mit der Wahl eines Standards und den dadurch ent- 
stehenden MeBfehlern verbunden sind. 

Im weiteren werden wir zeigen, daB wir auch hier einen Triibungs- 
standard eingefiihrt haben: jedoch sind seine Rolle und Bedeutung 
hier prinzipiell anders als beim A/leinmannschen Nephelometer: seine 
Anwendung andert nichts am absoluten Charakter dieser Messungen. 
Wir miissen auBerdem bemerken, daB die Empfindlichkeit und Genauig- 
keit der Messungen, die mit diesem Apparat erreicht werden, um ein 
Bedeutendes das Nephelometer nach Kleinmann und auch andere 
Systeme tibertreffen, da das Auge durch eine bedeutend empfindlichere 
Vorrichtung ersetzt wird. Andrejew, I. A. Kudrjawzev und T. A. 
Stessel (3) haben mit Hilfe des Apparates von Andrejew die Abhangigkeit 
zwischen den Werten der Lichtdispersion einerseits und der GréBe und 
Zahl der suspendierten Partikeln andererseits bestimmt. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit bestatigen auf Grund von peinlich gepriiftem Versuchs- 
material die Gesetzmabigkeiten, welche vorher durch andere Verfasser 
[Angerer (4), Tolman und Mitarbeiter (5), Muntner u. a.] gefunden worden 
waren. Nimlich, daB die Lichtdispersion in bakteriellen Suspensionen, 
ebenso wie auch bei anderen Partikeln derselben GréBenordnung, im 
geraden Verhaltnis zur Zahl der suspendierten Partikeln und dem 
Quadrat ihres Radius stehen (vorausgesetzt, da die Partikeln kugel- 
formig sind). 

Diese GesetzmaBigkeit wird von den obengenannten Verfassern 
auf verschiedene Art formuliert: 


J = KD*n, 

Angerer und Muntner: J Lichtdispersion, » = Anzahl der Partikeln, 
D = Durchmesser der Partikeln, K Koeffizient der Proportionalitat und 
J = Kns, 

(Andrejew und Mitarbeiter: S = Flache der Partikeln). 


Offenbar sind diese Formeln mathematisch identisch. Somit 
finden wir einerseits in der Arbeit von Muntner, andererseits in der- 
jenigen von Andrejew und seinen Mitarbeitern die nétigen Vor- 
bedingungen zur Ausarbeitung eines genauen und technisch leicht 
ausfiihrbaren Verfahrens zur Bestimmung von Mikrobenkérpern in 
einer bakteriellen Suspension. Da wir annahmen, dafB dieses Problem 
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betreffs kugelf6rmiger Mikroben durch die obenerwahnten Arbeiten im 
Prinzip wie auch in der Praxis bereits gelést ist, so war unsere Auf- 
merksamkeit auf Stabchenformen gerichtet, also auf die Bakterien- 
arten, welche die Hauptrolle in der Vaccineherstellung spielen. Das 
neue Verfahren hatte den Zweck, bei der Standardisierung der Zahl 
der Mikrobenkérper in den Vaccinen verwandt zu werden. 

Bei Beginn unserer Arbeit kamen wir bald zur Uberzeugung, daB 
der Apparat von Andrejew in der Form, wie wir ihn vom Verfasser entlehnt 
hatten, unserem Zwecke nicht entspricht, da er weit davon entfernt ist, 
die Bestandigkeit der nephelometrischen Angaben tiber eine mehr oder 
weniger lange Zeitdauer zu sichern. Indessen ist dies die Grund- 

0 ae anforderung, die wir an 
P| (c ) eine zur Standardisierung 
ro bestimmte Vorrichtung zu 
stellen haben. 

Die  Modifikationen 
zum Schema von Andrejew, 
welche wir infolge obigen 
Umstandes ausarbeiteten, 











bestehen in folgendem: 


In die Photostromkette 
wurden ein Rheostat, nach 
dem Schema eines Potentio- 
meters, und ein Voltmeter 
eingefiihrt, wodurch die 
Spannung an den Polen 
der Photozelle geregelt und 
kontrolliert werden kann. 
Als Stromquelle diente uns 

Abb. 2. eine Akkumulatorenbatterie 
von 110 Volt mit Entlade- 
strom bis etwa 35 Amp. AuBerdem verwandten wir zur Eichung der 
Triibung ein Glasprisma, welches aus speziellem Glase von entsprechender 
Triibheit angefertigt wurde. Bei der Aufstellung der gesamten Vorrichtung 
sind bestimmte Abstande zwischen Lichtquelle und Kiivette bzw. Kiivette 
und Photoelement, Galvanometerspiegel und Skale streng in Rechnung 
gezogen worden. Wenn wir nun die Spannung an den Polen der Photozelle 
und der Lampe derartig regulieren, da8 der Triibungsstandard immer 
die gleichen Werte gibt, so ist eine standige und genaue Arbeit des Apparates 
mit beliebigen Substraten fiir unbegrenzte Zeit gewahrleistet. 

















Unter den oben beschriebenen Verhaltnissen sind die Messungen in 
ihrer Zuverlassigkeit vollkommen unabhangig von den Veranderungen 
der Lampe und sogar, aller Wahrscheinlichkeit nach, von méglichen An- 
derungen in der Photozelle. 


Es versteht sich von selbst, daB bei stébchenfoérmigen Bakterien 
das Verhaltnis zwischen Lichtdispersion, Anzahl der Partikeln und 
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ihrer GréBe einer anderen GesetzmaBigkeit unterworfen ist als im 
Falle von kugelférmigen Mikroben. Die theoretische Optik bietet 
scheinbar keine Méglichkeit zur Lésung dieser Frage. Die Formeln 
von Mie (6) und Gans (7), welche fiir ellipsenférmige und langgestreckte 
Partikeln von der GréBenordnung der Lichtwellenlange ausgearbeitet 
sind, kénnen in unserem Falle keine Anwendung finden, da hier Par- 
tikeln von anderen Dimensionen vorliegen. Ebenso erwiesen sich die 
Formeln von Raylaugt (8), die er fiir kugelférmige Partikeln in der 
Lange von Lichtwellen gebildet hatte, als unanwendbar fiir Partikeln 
von gréBeren Dimensionen. 

Muntner (l.¢.) gibt an, da8 er eine Untersuchung zur Bestimmung 
der Anzahl von stabchenf6rmigen Mikrobenkérpern vorgenommen habe und 
weist unter anderem darauf hin, da® voraussichtlich dazu folgende Formel 
sich eignen wiirde: 


a n jar? e 
Offenbar ist hier: J Lichtdispersion, Anzahl der Partikeln, 
- Radius des Querdurchschnitts der Stabchen, deren Form als zylin- 
drisch angenommen wird, / Lange der Stébehen. ar?/ ist der Ausdruck 


fiir den Umfang des Zylinders. 

Soweit uns bekannt, sind die Ergebnisse dieser Arbeit bis jetzt noch 
nicht veréffentlicht worden. 

Um uns zu orientieren, in welchem Mabe hier eine allgemeine 
GesetzmaBigkeit vorliegt, wahlten wir fiir unsere Arbeit morphologisch 
verschiedene Bakterien, wie z. B. Bact. Thyphi, Bact. Para-Typhi B, 
welche zahlreiche GeiBeln  besitzen und andererseits Flexnersche 
Dysenteriekeime, die geiBellos sind. Wir wahlten, der ZellengréBe nach, 
moglichst voneinander abweichende Stamme, was bei den Dysenterie- 
bakterien besonders gut gelang. 


Die Emulsionen wurden folgendermafen zubereitet : 

Die Stamme wurden auf feste Nahrbéden ausgesaét. Nach 24 Stunden 
wurde der Rasen mit physiologischer NaCl-Lésung . 
abgeschwemmt, die erhaltene Emulsion zentrifugiert, die klare Lésung 
abgegossen, die Mikrobenkérper in einer neuen Portion derselben Lésung 
aufgenommen, durehgemischt und von neuem zentrifugiert. Nachdem 
die Lichtdispersion der iiberstehenden Fliissigkeit in dem R6éhrchen der- 
jenigen des destillierten Wassers gleichgekommen war, sahen wir die Aus- 
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waschung fiir beendet an. Die auf diese Weise ausgewaschenen Bakterien 
wurden in physiologischer Lésung aufgeschwemmt, 1 Stunde lang mit 
Perlen im Schiittelapparat bearbeitet und durch ein Papierfilter filtriert. 

Alle auf diese Weise erhaltenen Emulsionen wurden mit physiologi- 
scher Lésung bis zur Triibung der 2-Milliarden-Eichung des Staatlichen 
Kontroll-Instituts verdiinnt. Aus diesen Stammemulsionen bereiteten 
wir fiir jede Emulsion weitere Verdiinnungen, was mit Hilfe von formalin- 
haltiger physiologischer NaCl-Lésung und Normalpipetten ausgefiihrt 
wurde. 
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In jeder Verdiinnung wurde die Lichtdispersion mit Hilfe des 
oben beschriebenen Apparates bestimmt, und diejenige Verdiinnung, in 
der die Lichtdispersion dem Triibungsstandard (Prisma aus triibem 
Glas) nahe kam oder ihm vollkommen gleich war, wurde zur Mikroben- 
kérperzahlung in Umfangseinheiten benutzt. AuBerdem wurden in 
allen Emulsionen die Lange und der Querschnitt der Mikrobenkérper 
ausgemessen. 

Die Anzahlbestimmung der Mikrobenkérperchen wurde in einer 
Sonderzihlkammer fiir Anzahlbestimmung der Mikrobenleiber (nach 
Thom-Zeiss) vorgenommen. Die Emulsionen wurden einer fiinf- bis 
zehnmaligen Zahlung unterworfen. Bei jeder Zahlung wurden finf 
groBe Quadrate der Kammer durchgezahlt. 

Die Lange wurde nach dem Verfahren von Burri in einem Tusche- 
Schmierpraparat mit Hilfe eines Okularmikrometers bestimmt, dessen 
Skala mit Hilfe des Objektivmikrometers (Zeiss) kalibriert wurde. Die 
Messung geschah mit Hilfe des Immersionssystems!,,, und des Okulars 18. 
Unter diesen Bedingungen war eine Teilung des Okularmikrometers 
nach unseren Bestimmungen gleich 0,91 u. In jeder Emulsion wurde 
die Lange von 1000 Stabchen ausgemessen. Die Querschnitte wurden 
ebenfalls mit Hilfe des Okularmikrometers ausgemessen. Hier ergaben 
sich jedoch groBe Schwierigkeiten. Der Querschnitt der Mikroben 
erwies sich meist kleiner als die Teilung der Mikrometerskala. Wir 
waren daher gezwungen, die AusmaBe zu schaitzen, indem wir sie in 
sruchteilen der Teilung ausdriickten: '),, 1/5, !/, Teilung usw. 

Unter diesen Verhaltnissen muBten wir uns mit ziemlich ungenauen 
AusmaBen der Durchmesser begniigen. Es wurden die allergréBten 
und allerkleinsten Querschnitte ausgemessen und aus den gewonnenen 
GréBen zogen wir das Mittel. Die Richtigkeit dieses Mittels fiir den 
Querschnitt der Mikroben suchten wir folgendermaBen zu_priifen: 
Bei Durchsicht eines Schmierpraparates wahlten wir die vorherrschende 
GréBe des Querschnittes, maBen sie aus und verglichen sie mit dem 
arithmetischen Mittel. In manchen Fallen war eine solche Priifung 
vollkommen erfolgreich, in anderen jedoch war es schwierig, die vor- 
herrschende GréBe zu bestimmen. 

Die Ergebnisse dieser -Messung sind in Tabelle I zusammengestellt. 
Aus ihr ist ersichtlich, daB die LangenmaBe der Bakterienkérper in 
den Emulsionen sehr verschieden sind. In einigen Emulsionen erreichten 
die Schwankungsgrenzen 24,5 uw (von 0,91 bis 24,5 wz), die Schwankungen 
in den Querschnittswerten sind dagegen unbedeutend. 

Wir waren im Sinne unserer Aufgabe nicht bestrebt, eine mono- 
disperse Emulsion zu erhalten, denn wir hielten es fiir zweckmaBiger, 
mit der Emulsion in ihrem natiirlichen Zustande zu arbeiten. 
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Die Zahlenergebnisse wurden folgendermaben verwertet: Wir 
nahmen die Mikrobenkonzentration der gréBten Verdiinnung einer 
jeden Emulsion bedingterweise als Einheit an und bauten, davon aus- 
gehend, unsere Darstellung des Verhaltnisses zwischen Lichtdispersion 
und Verdiinnung auf (Abb. 3). Die gréBte Verdiinnung entsprach einer 
viermaligen Verdiinnung der Stammemulsion, mit anderen Worten, sie 
entsprach 500 Millionen cem nach dem gewohnlichen Bakterienstandard, 
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Abb. 3. 


Auf der Abszisse sind die bedingten Einheiten der Mikroben- 
konzentration aufgetragen (1, 1,5, 2 usw.): auf der Ordinate die Licht- 
dispersion in mm der Galvanometerskala. Die Abhangigkeit zwischen 
Lichtdispersion und Mikrobenkonzentration ist eine lineare, eine Tat- 
sache, die bereits wiederholt in den Arbeiten anderer Verfasser bestatigt 
worden ist (Angerer, Muntner, Andrejew u.a.). Diese Darstellungen 
erlaubten uns, vermittelst des graphischen Interpolationsverfahrens die 
Anzahl der Mikroben in Raumeinheiten bei beliebiger Lichtdispersion 
zu bestimmen. 

Es ist beachtenswert, daB die Zahlen der Mikrobenleiber, welche 
einer gleichen Lichtdispersion in verschiedenen Emulsionen entsprechen, 
sich einander auffallend nahern, ungeachtet der groBen Unterschiede 
in den Dimensionen der Bakterienkérper (ausgenommen zweier speziell 
ausgesonderter Typhusemulsionen 18 und P. B. 97’, von denen spater 
die Rede sein wird). 

Die Grenzwerte (377,4 Millionen cem fiir Dysenterie 578 und 
470 Millionen cem fiir Dysenterie MPN.) gehen um 25%, auseinander, 
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Tabell 





Anzahl der Mikrobenkérper in den Suspensionen,” 
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0,91 1,36 1,82 3,64 4,55 5,48 6,37) 7,28 8,19 





Bact. Typhi 414. 16 16 87 18 122 27 13 05 02/03 028 
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wahrend die mittlere Mikrobenlinge (4,136) der ersten Emulsion die 
mittlere Lange der zweiten (1,54) 2 mal iibersteigt. Dieser Umstand 
hat eine grobe Bedeutung, da sich hier eine gute praktische Verwendung 
des Verfahrens voraussehen laBt. Solange die Dimensionen der Bakterien 
eines gegebenen Stammes in gewissen Grenzen variieren, was durch 
einfache mikroskopische Priifung des Schmierpraiparates festgestellt 
wird, kann die Zahl der Bakterien fiir praktische Zwecke (in unserem 
Falle Normung der Vaccinen) mit vollkommen geniigender Genauigkeit 
durch Lichtdispersion ohne Messung der Bakterienzellen ausgefiihrt 
werden. 

Besonders interessant ist die auf Abb. 3 sichtbare GesetzmaBigkeit 
im Verlauf der geraden Linien. Die geraden Linien, die die Abhangigkeit 
zwischen der Lichtdispersion in den Verdiinnungen der verschiedenen 
Emulsionen ausditicken, gruppieren sich in drei Biindeln. Im Biindel I 
vereinigen sich in einer Linie die Geraden von fiinf Emulsionen: 
Typhus 18, 414 und P. B. 97, 97’ und 98. Im Biindel I vereinigen sich 
nahezu die geraden Linien der Dysenterie-Emulsionen 616 und 578, und 
nur die Gerade, die die Emulsion MPN darstellt, nimmt eine Sonder- 
stellung ein (III). 

Die oben angegebene Gruppierung der geraden Linien gestaltet 
sich unter dem kinflu®B gewisser Unterschiede in der Lichtdispersion 
dieser Emulsionen. 'i'rotz der fiir das Auge scheinbar gleichen Triibung 
ist die durch die Photozelle bestimmte Lichtdispersion doch eine ver- 
schiedene. Fir die Emulsionen, die durch die Gerade II vereinigt 
werden, betragt sie 50, oder sie nahert sich dieser Zahl (49, 50); fiir die 
Emulsionen, die durch die Gerade I verbunden sind, ist sie héher (60 
und 62) und fiir die Gerade IIL niedriger als dieser Wert. 


Mit diesen Ergebnissen stehen die GréBen der Mikrobenleiber in 
Kinklang. Die Emulsionen, welche der Geraden I entsprechen, haben 
die gréBten Dimensionen (Lange 4,136 und 4,91), diejenigen der Ge- 
raden III die kleinsten (Linge 1,54): die Gruppe der fiinf durch die 
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, ausgedriickt ihrer Lange nach in « Mittlere Lange Mittlerer Quer- 

ae Soren 6Ger Mikroben- | sonnisé der Mi- 

10,9 | 11,8 12,7; 13,6) 14,5 | 15,5] 16,3, 17,3, 18,2) 20 | 22,7 | 24,5 korper in « —krobenkérperina 
—|— |O1)— (08; —|—|—|-—|-—|- 1,97 0.56 
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7 | 04) — | 0,5; 0,1 | 0,1 | 01 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 | 0,1 4,14 0.44 
ne re eee Ps eee, ree Pee Fea ee 1,54 0.60 
011 0,1 0,1) — —|—|—|— —|— 2.08 0.58 
ail ee coma Ws —_ = aa 1.60 0.80 


Gerade II vereinigten Emulsionen nimmt eine Zwischenstellung (un- 
gefahr 1,9) ein, was auch einer gleichen Stellung der besagten Linie 
entspricht. 

In bestimmtem entsprechendem Verhaltnis dazu stehen auch die 
Zahlenwerte der Mikroben. Der Geraden I entsprechen die niedrigsten 
in Raumeinheiten ausgedriickten Zahlenwerte bei gleichzeitig gréBten 
Dimensionen der Mikrobenkérper, und zwar 377 und 394 Millionen ccm. 
Der Geraden III entsprechen die héchsten Zahlenwerte bei kleinsten 
Dimensionen der Mikroben (470 Millionen cem): die Gerade IL ver- 
einigt drei Emulsionen mit zueinander naheliegenden Mikrobenzahlen 
(Typhus 414 443 Millionen/‘cem, P. B. 97 439 Millionen cem, P. B. 98 
430 Millionen ‘ccm. 

Die GesetzmaBigkeit wird nur durch die Emulsionen des Typhus 18 
und P. B. 97’ gestért, da hier die Zahlenwerte der Mikroben zu hoch sind. 
Wir haben jedoch in diesem Falle alle Veranlassung zu der Annahme, 
daB die Zahlen der Mikroben nicht richtig festgestellt worden sind, aus 
welchem Grunde wir diese Emulsionen in der Tabelle IT ausgesondert 
haben. 

Die tibermaBig groBen Zahlenwerte der Bakterienkérper, trotz voll- 
kommenen Zusammenfallens der geraden Linien der Dispersion und an- 
nihernder Ubereinstimmung der Bakteriendimensionen, lassen sich nur 
durch einen Fehler beim Zahlen der Bakterien erklaren. Dieser Fehler ist 
um so verstandlicher, als gerade die Zahlungen dieser Emulsionen am Anfang 
dieser Arbeit vorgenommen wurden und sie kénnen daher durch mangelnde 
Ubung erklirt werden. Auch in den Arbeitsprotokollen fallen die Ab- 
weichungen bei den wiederholt ausgefiihrten Zahlungen auf, was spiiter 
nicht mehr der Fall war. 

Nachdem wir diese offenbaren GesetzmaBigkeiten in unseren 
Ergebnissen festgestellt hatten, machten wir den Versuch, fiir sie einen 
mathematischen Ausdruck zu finden. Wir verwandten dazu die oben 
erwahnte Formel, auf die Muntner in seiner Arbeit hinweist und brachten 


eine kleine Abanderung hinein: J — Anr Vl, wodurch ihr Sinn erhalten 
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bleibt, und nur die Werte des Verhaltniskoeffizienten verandert werden. 
Nachdem wir unsere Ziffern eingesetzt hatten, errechneten wir daraus 
den Koeffizienten fiir unsere Emulsionen: 

J 


ore 


Mit Ausnahme zweier von uns ausgesonderter Emulsionen, 
Typhus 18 und P. B. 97’, erhielten wir eine befriedigende Konstanz fiir 
den Wert A, obgleich der Wert, wie schon oben erwahnt, nur annahernd 
bestimmt worden war. 


Tabelle II. 





I I] II IV V VI 
J l 2r 
Licht- n Mittlere Mittlerer 
Siac dispersion Anzahl der Linge des Querschnitt. 7 — J 
ina im mm der Mikroben Mikroben- des Mi- nr Vi 
Galvano- in leem kirpers kroben- 
meterskala in wu kérpers in a 
Bact. Typhi 414... 50 445700000 = 1,97 0,56 2,85.10°7 
P. Typhi B. 97. . 50 439375000 —-1,64 0.52 345.1077 
ci a 50 430 250 000 1,97 0.56 2,96 .10-7 
Dysenterie 616 . . 50 394 700 000 4,91 0,40 2.86. 10-7 
J a 50 377 400 000 4,14 0,44 2,96. 10-7 
MPN. . 50 470 445 000 1.54 0,60 286.1077 
Bact. Typhi18 . . 50 536 250 000 2,08 0,58 2,23 . 10-7 
P. Typhi B. 97". 50 603300000 ‘1,60 0,80 1,6 .10-7 


Es kann auch die graphische Methode zur Bestimmung der Mikroben- 
zahl benutzt werden, was in vielen Fallen einfacher und vielleicht sogar 
zuverlassiger ist, da hierbei die vorlaufige Bestimmung des Mittelwertes 
der Konstante iiberfliissig ist. Der Umstand, daB die Formel fiir die 
ausgesonderten Emulsionen stark abweichende Werte ergab, bestatigt 
nochmals unsere Annahme beziiglich der fehlerhaften Zahlung der 
Mikroben in diesen Emulsionen. 

Die angefiihrte Formel erlaubt uns, jeden beliebigen Wert zu er- 
rechnen, vorausgesetzt, daB die iibrigen alle bekannt sind. 

Um die Formel in der Praxis zu verwenden, muB der Wert der 
Konstante K fiir den betreffenden Apparat bestimmt werden. Es mu 
auf die unvorteilhafte Besonderheit der Formel hingewiesen werden, 
daB in ihr der Wert des Durchmessers der Mikrobenkérper eine groBe Rolle 
spielt, der sich sechwer genau bestimmen laBt. Wie wir jedoch am Beispiel 
unserer Emulsionen bereits gesehen haben, erreichten wir selbst bei 
einer recht groben Bestimmung der Durchmesser gute Resultate, dank 
dem Umstand, daB diese Werte in verhaltnismaBig engen Grenzen 
variieren. 
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Was dagegen die Langenmessung der Mikrobenkérper anbetrifft, 
so laBt sie sich geniigend leicht ausfiihren und die Genauigkeit, die 
dabei erreicht wird, ist viel gréBer als bei der Zihlung in der Kammer. 
Die Untersuchung unseres Zahlenmaterials hat uns gezeigt, dab der 
Durchschnittsfehler beim Zahlen in der Kammer ungefahr 10 %, betrug, 
wahrend der Durchschnittsfehler bei der Lingenmessung der Mikroben 
ungefaihr 2°, ausmachte. 

Die Zahlung in der Kammer ist iiberhaupt die schwachste Seite 
dieses Verfahrens, da hier die feine nephelometrische Methode durch 
ein viel gréberes Verfahren 
geeicht wird. 

Das Verfahren besteht 
in folgendem: 

Aus den Emulsionen des 
Zu untersuchenden Stammes 
wird eine Reihe von Ver- 





diinnungen  bereitet je 
mehr desto besser (7 bis 


10) in den Konzentrations- 
grenzen von | Milliarde cem 200. 300 YO 350 60 700 800 300Milionen 
bis 200 Millionen /cem. Anzahl der Mikrobenkonperchen in Tecm 


Lichhdispersion in mm der Galvanometerskala 
e8§S$$ &$Vszsy BSF 


In einer jeden dieser Ver- Abb. 4. 
diinnungen wird die Licht- 
dispersion bestimmt und in einer derselben wird die Mikrobenkérperzahl 
in Raumeinheiten vermittelst der Kammer gezihlt. Die Mikrobenzahl 
wird fiir die tibrigen Verdiinnungen in Raumeinheiten je nach der Ver- 
diinnung berechnet. Die Ergebnisse werden graphisch dargestellt (Abb. 4), 
und zwar so, daB auf die Abszissenachse die Zahlen der Mikrobenkérper 
und auf die Ordinatenachse die Lichtzerstreuung aufgetragen werden. 

Diese graphische Darstellung kann zur Bestimmung der Mikroben- 
kérper in den iibrigen Emulsionen dieses Stammes benutzt werden (oder 
auch fiir andere Stamme und sogar andere Bakterienarten, welche ahnliche 
Koérperdimensionen haben). Zu diesem Zwecke mu in der gegebenen 
Emulsion die Lichtdispersion gemessen werden und aus dem entsprechenden 
Punkt des gegebenen Stammes (Abb. 4) eine Senkrechte zur Abszisse 
gezogen werden. Die Grundlage der Senkrechten zeigt die Mikrobenzahl 
in | cem an. 


Falls die Emulsion hochtriibe ist, muB sie genau bis zu demjenigen 
Triibungsgrad gebracht werden, weicher fiir die Messung der Licht- 
dispersion giinstig ist und das Ergebnis danach mit der Verdiinnungs- 
zahl multipliziert werden'. Die Triibung darf nur in denjenigen Grenzen 
ihrer Abstufungen gemessen werden, in welchen das strenge Verhaltnis 
zwischen Konzentration und Lichtdispersion erhalten ist. In hoch- 
triiben Emulsionen hat die Lichtdispersion verhaltnismaBig niedrigere 


' Dieses bezieht sich wenigstens auf die Emulsionen derjenigen Mikroben, 
mit welchen wir arbeiteten und mit Formaldehyd konservierten. 


Biochemische Zeitschrift Band 274. 16 
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Werte, infolge der Abschirmung einiger. Partikeln durch andere; ein 
Merkmal dafiir ist die Abbiegung der geraden Linie nach unten 
(s. die obersten Punkte in der Tabelle). Fiir praktische Zwecke, z. B. zur 
Herstellung von Vaccinen, genitigt dieses Verfahren vollkommen. 

Das graphische Verfahren kann selbstverstindlich nur dann benutzt 
werden, wenn das mittlere MaB der Mikrobenkérper im gegebenen Stamm 
unverandert ist, oder gewisse, durch die geforderte Genauigkeit festgelegte 
Grenzen nicht iiberschritten sind. Es bietet jedoch keine Schwierigkeiten, 
sich in diesem Falle zurechtzufinden, indem man den Ausstrich nachpriift 
und an einer kleinen Anzahl Bakterien die Grenze der GréBenschwankungen 
ausmiBt. Falls mehr oder weniger auffallende Verainderungen in der GréBe 
der Mikrobenkérper eintreten, so miissen selbstverstandlich die betreffenden 
Abanderungen in der graphischen Darstellung bzw. in der Formel vor- 
genommen werden. 

Die Bestimmung der Lichtdispersion gestaltet sich, trotz der 
scheinbaren Kompliziertheit des Apparates, sehr einfach und verlangt 
nur einige Sekunden, so daB sich diese Methode darin vorteilhaft von 
den iibrigen Methoden unterscheidet. Sie ist nicht nur genauer, sondern 
sie bedingt auch eine groBe Zeitersparnis, was bei der Messung vieler 
Vaccineserien sehr wichtig ist. 
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Uber die Anwendbarkeit 
der Glaselektrode zur py-Messung in biologischen Fliissigkeiien'. 
Von 
(i. Haugaard. 
(Aus dem Carlsberg-Laboratorium in Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 20. September 1934.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1906 zeigte WM. Cremer (1), daB sich zwischen zwei durch 
eine diinne Glasmembran getrennten Flissigkeiten von verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration ein elektrischer Potentialunterschied 
ausbildet, und im Jahre 1909 veréffentlichten Ff. Haber und Z. Klemen- 
ztevicz (2) eine grundlegende experimentelle und theoretische Arbeit 
iiber die Glaselektrode. 


Obgleich also die Glaselektrode keineswegs neu ist, hat sie doch erst 
in den letzten Jahren allgemeine Verbreitung gefunden. Dies ist darin 
begriindet, daB die Messungen stark von der Art des Glases abhangig sind, 
aus dem die Elektrode besteht, indem man zwar bei Anwendung der meisten 
weichen Glassorten Elektroden erhalt, die im wesentlichen als Wasser- 
stoffelektroden fungieren, ohne da man jedoch den Einflu8 der anderen 
in der Lésung vorhandenen lIonen auf die Potentialbildung vernachiissigen 
kénnte. Erst nachdem D. A. MacInnes und Malcolm Dole (3) nach syste- 
matischen Untersuchungen verschiedenartig zusammengesetzter Gliser eine 
besonders brauchbare Glassorte gefunden hatten?, die in einem groBen 
pu-Bereich (von py = etwa 2 bis etwa 9 bis 10) wesentlich als Wasserstoff- 
elektrode fungiert, wurde die Elektrode ihrer vielen guten Eigenschaften 
wegen vor allem in Amerika viel verwendet. Es ist daher das von Vac Innes 
und Malcolm Dole gefundene Glas bei der Anfertigung von Glaselektroden 
vorzuziehen, wenngleich auch mit Elektroden aus anderen Glassorten aus- 
gezeichnete Wasserstoffionenkonzentrationsmessungen ausgefiihrt worden 
sind. Zu den im experimentellen Abschnitt der vorliegenden Abhandlung 
beschriebenen Untersuchungen wurde ausschlieBlich das Glas von Mac Jnnes 
und Malcolm Dole verwendet. 


Bei der praktischen Arbeit ist die Glaselektrode recht bequem, 
und ihr gréBter Vorzug vor der Wasserstoffelektrode und Chinhydron- 
elektrode besteht darin, daB sie das Arbeiten mit Flissigkeiten erlaubt, 
die oxydierende oder reduzierende Substanzen enthalten, und dab 
mit ihr auch in kohlensdurehaltigen Fliissigkeiten gemessen werden 


! Wird gleichzeitig hiermit in den C. r. du Laboratoire Carlsberg ver- 
6ffentlicht. — * Diese Glassorte ist erhaltlich bei The Corning Glass Co., 
Corning, N. Y., oder bei dem Pariser Reprisentanten der Firma, dem Pyrex- 
Glaswerk. Die Firma bezeichnet die Glassorte mit der Nummer 015. 


16 * 





He 


2 Bi 





Pt aya 





232 G. Haugaard: 


kann, bei denen die Wasserstoffelektrode ohne die Anwendung besonderer 
Kunstgriffe versagt. 

In diesem Zusammenhang sei erwaihnt, daB George Forrest Davidson (4) 
mit Hilfe der Glaselektrode die Dissoziationskonstante der unterchlorigen 
Saiure bestimmt hat und dabei einen Wert fand, der mit den von anderen 
Forschern auf anderen Wegen erhaltenen Werten iibereinstimmt. Sigurd 
Samuelsen und Kaare Haug (5) fanden bei py-Messungen in Sulfitl6sungen 
mit Hilfe der Glaselektrode gute Ubereinstimmung zwischen den auf Grund 
der GroBe der ersten Dissoziationskonstante der schwefligen Saure berech- 
neten py-Werten und den mit der Glaselektrode gefundenen. Das von 
diesen Vertassern verwendete Glas stammte von Dickson d: Co., London. 

SchlieBlich sei erwahnt, daB P. W. Wilson, F.S. Orcutt und W.H. 
Peterson (6) mit Hilfe der Glaselektrode die erste Dissoziationskonstante der 
Kohlensaure bestimmten und einen Wert erhielten, der mit den auf andere 
Weise gefundenen tibereinstimmt. 

Aus dem Vorstehenden geht hervor, dais die Glaselektrode zur 
Untersuchung vieler biologischer Fliissigkeiten besonders geeignet sein 
mub. Die Genauigkeit der mit Glaselektroden ausgefiihrten py-Be- 
stimmungen ist, wie spater gezeigt werden wird, etwa 0,02 px-Ein- 
heiten, entsprechend 1,2 Millivolt. In dieser Beziehung ist die Glas- 
elektrode also der Wasserstoffelektrode und Chinhydronelektrode 
unterlegen. 

Experimenteller Absehnitt. 
1. Elektrodenuntersuchungen. 

a) MeBmethodik. Zur Messung des Potentials der Glaselektrode 
bedient man sich fast ausschlieBlich der Kompensationsmethode. Da 
aber der Widerstand der Glaselektrode sehr groB ist (20 bis 100 Megohm), 
kann man als Nullinstrument nicht ein Spiegelgalvanometer der ge- 
wohnlich zu px-Messungen mit der Wasserstoff- oder Chinhydron- 
elektrode verwendeten Art benutzen, sondern muB Elektrometer ver- 
wenden, die weniger Strom erfordern. Man hat hier zwei Méglichkeiten, 
indem man entweder ein sogenanntes Roéhrenvoltmeter anwendet, 
wobei man das Gitter einer Elektronenréhre mit Hilfe der Glas- 
elektrode aufladt und dadurch den Anodenstrom beeinfluBt, der dann 
gemessen wird, oder indem man ein elektrostatisches Elektrometer 
geringer Kapazitit benutzt. Die letztere Méglichkeit wurde im Carlsberg- 
Laboratorium gewahlt, wobei man als Nullinstrument ein Lindemann- 
Elektrometer (7) verwendete, das ein Quadrantenelektrometer von 
auBerst geringer Kapazitit (etwa 1 ccm) ist? 


Das angewendete und infolge seiner Ablesung durch ein waagerechtes 
Mikroskop besonders bequeme Elektrometer wurde von Spindler & 
Hoyer, Géttingen, geliefert. Die spater zu besprechende Batterie aus 
Normalelementen, die zur Aufladung der Quadranten dient, ist bei derselben 
Firma erhaltlich. 
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Die auf Abb. 1 dargestellte Anordnung ist von P. .W. 7’. Kerridge (3) 
angegeben worden. Im Gefai} A befindet sich die zu messende Fliissig- 
keit (AuBenfliissigkeit), sowie die von einem paraffinierten Korkstopfen 
gehaltene Glaselektrode. Die AuBenfliissigkeit wird mittels eines mit 
Glashahn verseLenen Hebers zu einer Zwischenflissigkeit (gesattigte 
Kaliumchloridlésung) und weiter durch eine Kalomelelektrode (3,5 n 
KCl) zum einen Pol des Potentiometers P abgeleitet. Der andere Pol 
des Potentiometers ist geerdet. Auf der Abbildung ist diese Erdleitung 
ebenso wie die anderen Erdleitungen mit 0 bezeichnet. Die Innen- 
fliissigkeit der Elektrode, die bei einer Reihe von vergleichenden 
Messungen mit verschiedenen AuBenfliissigkeiten dieselbe sein muBb, 
wird durch eine Kalomelelektrode mit der Nadel des Galvanometers 
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Abb. 1. 


verbunden. Die Spitze dieser Kalomelelektrode soll umgebogen sein, 
damit sich die spezifisch schwere 3,5 n KCl-Lésung nur durch Diffusion 
mit der Innenfliissigkeit mischen kann. 


Die Quadranten des Galvanometers werden mit Hilfe einer aus 
Normalelementen bestehenden Batterie B aufgeladen. Die sogenannten 
Anodenbatterien sind unbequem, da ihre elektromotorische Kraft 
nicht geniigend konstant ist. Man schaltet zweckmaBigerweise ein paar 
starke Widerstande (2 bis 3 Megohm) in die zu den Quadranten fiihrende 
Leitung ein, damit weder die Normalbatterie noch das Galvanometer 
Schaden leiden, wenn die Nadel die Quadranten beriihren sollte. Das 
Mittelelement der Normalbatterie wird geerdet. Die zur Erreichung 
einer geeigneten Empfindlichkeit erforderlichen Quadrantenspannungen 
werden durch Versuche bestimmt. Bei den spater wiedergegebenen 
Messungen war der Ausschlag der Nadel 15 Teilstriche im Okular- 
mikrometer fiir je 100 Millivolt. Die Nadel kann mit Hilfe des Um- 
schalters C mit der Erde oder mit der Glaselektrode verbunden werden 
und die Spannung des Potentiometers wird sodann so eingestellt, dab 


‘ die Nadel nicht ausschlagt, wenn von der Verbindung mit der Glas- 


elektrode auf die Erdleitung umgeschaltet wird. 
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Das Elektrometer wird elektrostatisch geschiitzt, d. h. der Metall- 
kasten, in den es eingebaut ist, wird geerdet. Auch ein Schutz der 
Glaselektrode gegen elektrostatische Kinwirkungen ist erforderlich. 
Bei unseren Messungen waren das GlaselektrodengefiB, die Zwischen- 
fliissigkeit und die Kalomelelektroden in einem Luftthermostaten an- 
gebracht, der auf 25° eingestellt war, und dessen Wand geerdet wurde. 

Die Hinstellungsgenauigkeit sei hier durch eine zufallig heraus- 
gegriffene Messungsreihe illustriert. Die Zahlen bezeichnen Millivolt. 


374,1 374.9 
4,0 3,2 
3,9 3,9 
3,6 3,4 
4,4 3,8 


Das Mittel dieser zehn Messungen ist 373,9 und der Mittelfehler 
ist 0,2, was 0,003 px entspricht. Bei unseren Messungen haben wir im 
allgemeinen nicht zehn, sondern in der Regel 
fiinf Einstellungen ausgefiihrt, was als be- 
rechtigt angesehen werden kann. Das Potential 
stellt sich rasch ein und ist meist schon nach 
1 Minute konstant; die wenigen Faille, in denen 
J die Potentialeinstellung linger dauert, sind ver- 
mutlich auf ungeniigendes Abspiilen der Elek- 
rt } . trode vor der Messung zuriickzufiihren. 

b) Elektrodenformen. Von den verschie- 
denen im Laufe der Zeit vorgeschlagenen Elek- 
trodenformen sind drei der am haufigsten angewendeten auf Abb. 2 
wiedergegeben. 

a auf Abb. 2 ist die urspriinglich von Haber und Klemenzievicz 
angewendete Form, die robust und leicht herzustellen ist. 6 wurde von 
Kerridge angegeben und hat den Vorteil, daB man nur geringe Fliissig- 
keitsmengen zu den Messungen benétigt, und daB die eingeblasene 
Kugel gegen Beschadigungen gut geschiitzt ist. ¢ wurde von Mac Innes 
und Malcolm Dole angegeben. Die Membran, die bei dieser Form 
besonders diinn sein kann, wird hergestellt, indem man _ eine 
gréBere Kugel blast und sodann das Ende eines gliihenden Glasrohres 
in die Kugel einfiihrt, wobei das diinngeblasene Glas der Kugel als 
Glashaut an die Miindung des Rohres anschmilzt. Diese Elektrode ist 
recht schwierig herzustellen und zerbricht sehr leicht, weshalb auch 
weitaus die meisten Forscher die Kugelform vorgezogen haben. Zu 
unseren Untersuchungen wurde ausschlieBlich die leicht herstellbare 
Kugelform (a auf Abb. 2) verwendet. 

c) Herstellung der Elektroden. Das asymmetrische Potential. Die 
Elektroden werden hergestellt, indem man das eine Ende eines Glas- 














Abb. 2. 
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rohres vor dem Geblase zu passender Weichheit zusammenschmilzt, 
sodann die Kugel blast und diese langsam in der Flamme kiihlt, nach- 
dem man die Luftzufuhr abgestellt hat; nach einigen Minuten lang- 
samen Drehens kann man die Kugel aus der leuchtenden Flamme 
nehmen. Nach dem vollstaéndigen Abkiihlen setzt man die Elektroden 
in destilliertes Wasser und fiillt sie mit der als Innenfliissigkeit dienenden 
Pufferlésung, in unserem Falle einer Citratlésung nach S. P. L. Sérensen. 

Die Kugeln unserer Elektroden hatten einen Durchmesser von 
1 bis 1!/,em, die Wandstirke war etwa 10 yu, die Gesamtlange der 
Klektroden etwa 14cm und der innere Durchmesser der Glasréhren 
etwa 0,5 cm. 

Die Elektroden  k6énnen _ nicht 
gleich nach der Herstellung verwendet 
werden, da _ ihre Oberflache beim 
Stehen in Wasser erst quellen mub, & 
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was einige Zeit erfordert. Dies gibt 
sich dadurch zu erkennen, da Mes- 
sungen mit gleicher AuBenfliissigkeit 
erst nach langerer Zeit konstante Poten- 
tialwerte ergeben. Auf Abb. 3. sind 

einige derartige Messungen mit drei [ 
Elektroden  graphisch _ dargestellt. Rajeons 
Abszisse ist die Zeit nach der Her- Abb. 3. 
stellung der Elektroden in Tagen, 

Ordinate das gemessene Potential in Millivolt. Innen- und AuBen- 
fliissigkeit bestand bei diesen Messungen aus derselben Citratlésung. 
Das Vorzeichen bezieht sich bei diesen wie bei allen folgenden 
Messungen auf die AuBenfliissigkeit. 

Zwei der Elektroden lieferten nach 1 Woche konstante Werte, 
und dieses Verhalten kann als normal angesehen werden. Die dritte 
Elektrode indessen erreichte konstante Potentiale erst nach 2 Wochen. 
Der Potentialwert 0 wurde von keiner Elektrode erreicht. Dieser 
Potentialwert wire zu erwarten, wenn die duBere und innere Kugel- 
oberflache gleichartig funktionieren wiirden; dies ist indessen fast 
niemals der Fall, was dadurch zum Ausdruck kommt, daB das sogenannte 
asymmetrische Potential — das Potential, das sich einstellt, wenn 
AuBen- und Innenfliissigkeit gleich sind — von der Natur der als AuBen- 
und Innenfliissigkeit verwendeten Lésung abhangig ist. Wie spater 
gezeigt werden wird, ist dieser Umstand nicht von entscheidender 
Wichtigkeit fiir die Anwendbarkeit der Elektrode; gleichwohl ist es 
empfehlenswert, nur Elektroden mit geringem asymmetrischen Potential 
zu verwenden (héchstens 5 Millivolt). Ist das asymmetrische Potential 
nimlich gréBer, die Elektrodenfunktion der Oberflichen also sehr 
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verschieden, so kann dies ein Anzeichen dafiir sein, daB das Quellungs- 
gleichgewicht nicht erreicht ist. 

d) Aufbewahrung der Elektroden. Alle in dieser Abhandlung angefiihrten 
Messungen wurden bei 25° in einem Luftthermostaten vorgenommen. 
Anfangs wurden die Elektroden in der Zeit, in der sie nicht angewendet 
wurden, bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Dies ist jedoch nicht zweck- 
maBig, da die Erwarmung der Innenfliissigkeit von etwa 18° auf 25° in einem 
Luftthermostaten recht lange dauert, und da auBerdem viele Beobachtungen 
ergeben haben, daB die Elektrodenfunktion der Oberflichen stark durch 
Temperaturverainderungen beeintluBt wird, selbst dann, wenn die Messungen 
stets bei gleicher Temperatur ausgefiihrt werden. Dies hangt vermutlich 
mit der Quellung der Oberflache zusammen. 

Die Elektroden wurden daher, wenn sie nicht gebraucht wurden, stets 
mit Innenfliissigkeit gefiillt, in Wasser getaucht und in einem besonderen 
Luftthermostaten aufbewahrt, der ebenfalls auf 25° gehalten wurde. Vor 
dem Gebrauch wurden die Elektroden mit 25° warmem Wasser abgespiilt. 
Behandelt man die Elektroden in dieser Weise, so kann man, wie im folgenden 
Unterabschnitt gezeigt werden wird, bei verschiedenen innerhalb eines 
Zeitraumes von einigen Stunden vorgenommenen Messungen derselben 
Fliissigkeit recht befriedigende Konstanz erzielen; dagegen ist die Konstanz 
schlechter, wenn mehrere Tage zwischen den Messungen liegen. 

¢) Konstanz der Potentiale. Die Elektrodenfunktion. Es ist natiirlich 
eine Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit einer Elektrode, daB die 
Potentiale sich die erforderliche Zeit hindurch konstant erhalten. Eine 
Variation von Tag zu Tag z. B. ist dagegen weniger wesentlich, wenn 
die Verainderungen in gesetzmaéBiger Weise erfolgen, namlich so, 
da die an einer Lésung beobachteten Potentialinderungen von ent- 
sprechenden Potentialinderungen fiir andere Lésungen begleitet werden. 
Dies trifft bet der Glaselektrode zu. 

Zu den in diesem Unterabschnitt mitzuteilenden Messungen wurden 
eine Anzahl von Pufferlésungen nach S. P. L. Sérensen verwendet. Die 
pu Werte dieser Lésungen wurden mit Wasserstoffelektroden bei 25° 
bestimmt, wobei in jedem MeBgefaB drei Elektroden angebracht waren, 
deren Potentialwerte um héchstens 0,3 Millivolt voneinander abwichen. 
In Tabelle III, sind die Zusammensetzungen der Lésungen und die mit 
den Wasserstoffelektroden gefundenen py-Werte angegeben. Der 
iibrige Inhalt der Tabelle soll sofort besprochen werden. 

Zur Illustration der Konstanz der Elektroden innerhalb kurzer 
Zeitraume wurden mit den Lésungen 1, 4 und 5 (siehe Tabelle I11) 
Potentialmessungen angestellt, und zwar mit vier Glaselektroden zu 
verschiedenen Zeiten. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle I 
dargestellt. Hier wie im folgenden ist jedes MeBergebnis das Mittel 
von mindestens vier Einzeleinstellungen des Potentiometers. Die 
Potentiale schwingen meist nur um wenige Zehntel Millivolt und nur in 
ganz wenigen Fallen um mehr als ein Millivolt. Diesen Potential- 
schwingungen entsprechen Anderungen in den p-Werten von 0,01 bis 
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Tabelle I. 





Elektrode Zeit der Messung Lisung 1 Lisung 4 Losung 5 
52 10h 12’ — 205.9 3,9 101.2 
1 20 — 204.0 2.0 100.9 
8 00 204.3 Ly 100.4 
5D 10 20 — 205.9 6.9 108.0 
1 34 207.6 (iP: 109,0 
3 15 — 206.0 7,0 109.1 
56 10 28 — 216.3 43 109.2 
1 38 217.6 3.6 109.1 
3 24 — 216,8 39 109,6 
57 IX 10 — 213.2 7,0 1i1,1 
2 06 — 213.2 12 111,35 
3 30 — 213,1 7.0 111,0 


0,02 pu. Diese Messungen zeigen, dap eine im Laufe eines Tages an- 
gestellte Messungsreihe als zusammengehorig betrachtet werden kann, da 
die Elektroden, wenn sie in der in Abschnitt Id beschriehenen Weise 
behandelt werden, ihre Elektrodenfunktion im Laufe cines Tages nicht 
wesentlich dndern. 

In diesem Zusammenhang ist jedoch darauf hinzuweisen, daB es 
keineswegs gleichgiiltig ist, ob der wirksame Teil der Elektrode ganz 
oder nur teilweise in die zu messende Flissigkeit eintaucht. In Tabelle 1 
sind die Potentialwerte einer Reihe von Messungen wiedergegeben, bei 
denen die Elektrodenkugel halb oder ganz in die Fliissigkeit getaucht 
wurde. Die Potentiale kénnen, wie aus Tabelle Ll hervorgeht, um etwa 
9 Millivolt voneinander abweichen, was 0,15 py-Einheiten entspricht. 
Bei allen im folgenden wiedergegebenen Versuchen wurde der kugelige 
Teil der Elektrode — und nur dieser — ganz in die Fliissigkeit getaucht. 


Tabelle Il. Lésung 5, py 6,81. 





Elektrode: 1 5 52 dD 56 dT 
Millivolt Millivolt Millivolt Millivolt Millivelt Millivolt 


Klektrode halb eingetaucht. . 108.9 103.5 = 109,1 105,09 1065 104.9 
Elektrode ganz eingetaucht. . 109.9 199.9 109.3 1088 1081 1111 


Es wird allgemein angenommen, da die Glaselektrode als reversible 
Wasserstoffelektrode wirkt, so daB also die Elektrodenformel von Nernst 
auf sie anwendbar sein solite, z. B. in der Form 

f aT 
PH. — Pra > (7% — %Q). (1) 
kh 
Die GréBe RTF hat bei 18° den Wert 1/57,7, und bei 25° den Wert 1/59,1, 
wenn die Potentiale in Millivolt gemessen werden. 

Die Formel geht also fiir 25° iiber in 

Typ 2; 

7 2. (2) 
: 5Y.1 
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sung 


Pu 6° Elektrode 1 Elektrode 5 


messen 
mit der —— 

Wasser- |g, ~ 58,9 | 7 = -292,0 a, = 57,5 
stotf- 

elektrode 1 PH a 


Zusammensetzung der Lisung 


Rieeee S's, aw aos Mee) eae 1,08 227,0 1,10 — 220,5 
6,0 cem Glycin + 4,0cem n/l0 HCl... 2,36 151,0 239 ~— 148.3 
50 , Citrat +50 , nfl10 HCl... 3,75 70,6 3,76 69.5 
DUAR ee a Ree OR eee 4.98 pe 5.00 2,2 
5,0 cem prim. + 5,0 ccm sek. Phosphat . . 6.81 109.6 6,82 108.8 
“0 s ae - > 7.40 141,7 7.36 142.4 
71.0. 4 Boret-+-2d., nil0 HCl... « 8,72 220.7 8.70 218,0 
@y = 55,7 m2 264,9 @. — 55,0 7 
a SmI es 2, ma eed 9,26 250,1 9.25 248.5 
7.0 cem Boratlosung + 3,0 cem n 10 NaOH 9 59 269.7 9.60 2669 
an. me +40 , n/l0 NaOH 9.85 284.7 9.87 280.0 
55 ., Glyein+4,5cem n/10 NaOH . . 10,30 306.9 1027 804.5 
Git SUMAEE. &. igs hel & Swe ee Oo 11,85 397,1 11,89 391.3 


Der 2)-Bestimmung mit der Wasserstoffelektrode wurde die Messung der Citratlésu 


Wenn py, und py, nicht allzusehr voneinander verschieden sind, z. B. nur 
um eine py-Einheit, so ist diese Formel in den meisten Fallen brauchbar. 
Ganz richtig ist sie jedoch nicht, da die GréBe 59,1, die sich auf die reversible 
Wasserstoffelektrode bezieht, in der Regel bei der Glaselektrode etwas 
kleiner ist. 

Die tatsaichlich zu verwendende Formel hat daher die Form 


Puy — PRe at “,  woraus folgt x = a Pet. 8 (3) 
a PH1 — PHe2 
Hierbei ist x eine fiir jede Elektrode charakteristische GréBe, die sich 
ibrigens von Tag zu Tag etwas andert. 
Ist Pre 0, so geht die Formel iiber in 
Pu = - =a , woraus folgt 7) = 2 — apg. (4) 

Sowohl die GréBe a, wie x sind fiir verschiedene Elektroden verschieden. 
Diesen fiir den Gebrauch der Elektroden so bedeutungsvollen Umstand hat 
der Verfasser in mehreren Versuchen feststellen kénnen. Deren ausfiihr- 
lichster sei hier niher besprochen. Zu dem Versuch wurden die in Tabelle ITT 
angefiihrten Pufferlbsungen verwendet, welche alle am selben Tage mit 
Wasserstoffelektroden und Glaselektroden gemessen wurden. 

Unmittelbar nach der Messung mit der Wasserstoffelektrode wurde 
das Potential der Glaselektroden — im ganzen 7 — bestimmt. Die Innen- 
fliissigkeit war, wie bei allen folgenden Messungen, Citratlésung nach 
S. P. L. Sérensen. Die Reihenfolge der Messungen war nicht die in der 
Tabelle III angegebene, sondern eine ganz zufallige. 

Nach den Messungen wurden simtliche Werte mit py als Abszisse und 
dem Potential als Ordinate graphisch dargestellt, wobei sich zeigt, daB die 
auf der sauren Seite von py etwa 8,7 gelegenen Punkte zwar auf einer 
Geraden liegen, die der Formel (4) mit einem « < 59,1 entspricht, die 






























1,10 209,2 
2,36 § 139,2 
8.7: 63.6 
4.98 4,9 
6.8: 106,2 
742 133,3 
8.73 207,4 
2 — —26) Reo 51,3 
9,26 § 235.5 
960 § 251.1 
9,84 269,0 
10.28 286,1 
11.86 369,2 
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54,3 a} 266.8 


Elektrode 54 


Elektrode 55 


Elektrode 56 


Elektrode 57 














anderen Geraden von geringerer Neigung. 

In Tabelle ITI sind samtliche MeBSresultate wiedergegeben und auBerdem 
die graphisch gefundenen Werte von a) und %. Diese sind bezeichnet mit 
%, und z,!, wenn sie pq-Werten unter 8,7 entsprechen und mit x, und 2, 
bei py-Werten iiber 8,7: Die mit Hilfe von Glaselektroden gefundenen 
pu-Werte wurden mittels der graphisch bestimmten Konstanten berechnet. 
Von den 80 Messungen der Tabelle 111 weichen 70 um 0,03 py-Einh. oder 
darunter von den mit Wasserstoffelektroden bestimmten py-Werten ab, 
5 Messungen um 0,04 py-Einh. und 5 Messungen endlich um 0,05. bis 
0,07 py-Einh. Da die Durchfiihrung der Messungen etwa 16 Stunden 
erfordert hat, ist es nach dem oben Gesagten nicht verwunderlich, daB 
die zwischen den ersten und letzten Messungen verlaufene Zeit einige 
Unsicherheit mit sich gebracht hat. Trotz dieser Unsicherheit kann man 
es doch als durch diese umfassende Messungsreihe bewiesen betrachten: 

1. daB die Glaselektrode im untersuchten py- Bereich als Wasserstoff- 
elektrode wirkt, und 

2. dap die Neigung der Exponentiallinie nicht oder nur selten der 
bei der reversiblen Wasserstoffelektrode beobachteten Neigung, ndamlich 
59,1 bei 25°, entspricht, und endlich 

3. dap die Neigung der Exponentiallinie unter py 8,7 verschieden ist 
von der iiber 8,7. 

Auf Abb. 4 sind die Exponentiallinien fiir Elektrode 1 dargestellt, 
wobei jedoch der den py-Werten unter 5 entsprechende Teil aus Platz- 
riicksichten weggelassen wurde. 

Der Verfasser méchte hier nicht auf die Theorie der Glaselektrode 
eingehen, sondern nur kurz bemerken, daB ein derartiges Verhalten — daSi 


4 @, = 58,1 ad =; 286,1)| a, = 55.9 | ad = -271,4 37,3 7) = —283,0)| a, = 57,4 2) = —280,1 
Pu mn PH a PH 1 PH a PH 
209,2 1,06 — 209,2 111 221,5 1,07 ~ 216.3 1,11 
139,2 2.35 147.9 2,38 138.4 2.38 147.6 2.36 143,6 2.38 
63.6 3,74 66,7 3,78 60,7 3,77 68,3 3.75 64,0 3,76 
49 5,00 41 4,99 8,2 5,00 3,9 5,01 7,3 5,01 
106,2 6,87 110,9 6,83 111.3 6.85 109,7 6,85 112,7 6,84 
133,3 7,37 139.0 734 142.5 743 144.5 740 
207,4 8.73 219,9 8,71 216.9 874 216.9 8,72 220.6 8.72 
51,3 | 72 = -239,7), @2 = 56,3 | 72 = -271,2) a, = 54,0 | 73 — — 256.0 55,7 23 = —268,4) a. — 55,3 |42 = — 261,7 
235.5 9,26 242.5 9.23 247,3 9,26 250,2 9,26 
251,1 9,57 268.1 9,58 260,9 9,57 265,3 9,58 269.9 9.61 
269.0 9,92 284,7 9.87 279.5 9,92 281,8 9,88 284.4 9.88 
286.1) 10,25 300.7 1031 305.9 1031 308,1 10.30 
369.2 11,87 395.5 11,84 384.3 11,86 392.4 11,86 396.0 11,89 
(Losung 4) zugrunde gelegt. Das py dieser Lésung ist nach Walbwm (9) 4,98 bei 25°. 
pu-Werten von py > etwa 8,7 entsprechenden Punkte aber auf einer 
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namlich die Glaselektrode als reversible Wasserstoffelektrode wirkt, ohne 
dafi die Exponentiallinie die Neigung 59,1 bei 25° zu zeigen braucht sehr 
wohl denkbar ist. Die Glaselektrode ist namlich vermutlich nicht mit 


einer Wasserstoffelektrode von 














400, 7 konstantem Wasserstoffdruck, 
f sondern eher mit einer Wasser- 

5505 fp stoffelektrode von variablem 
ad | Wasserstoffdruck vergleichbar, 
7 da die Quellung des Glases, 
| aso welcher vermutlich groBe Be- 
a deutung zukommt, eine Funk- 
B 200 tion der  Wasserstoffionen- 
y konzentration ist. Auf der 
150 basischen Seite fungiert die Elek - 
trode wahrscheinlich im wesent - 

700 rz } lichen als Hydroxylionenelek- 
yp trode, was in der geanderten 

50 WY Neigung der Exponentiallinie 
Wi zum Ausdruck kommt. Der 
"—5 6 7 _8 9 0 # —@ Verfasser hofft, spater einmal 
— Gelegenheit zum naiheren Ein- 

Abb. 4. gehen auf diese Frage zu finden. 


Die Bestimmung von «, und z,' wurde bei mehreren Elektroden 
mit etwa einmonatigen Zwischenraumen wiederhclt. Die Ergebnisse 
dieser Bestimmungen sind anf Tabelle IV wiedergegeben. 


Tabelle IV. 





Datum: 20. IT. 1934 7. IV. 1934 7. V. 1934 24. V. 1934 
Elektrode @) AN @ ae ay aj y he 
1 58,9 —292,.0 586 —289.7 58,0 — 2868 
5 57,5 — 284.0 580 — 284,3 
52 54,00 —2634) 543 — 2668 540 —264,1 546 — 266 
54 57.5 —2864 58,1 — 2861 
56 ° 558 —2779 559 —2714) 561 —2753 56.2 — 272,58 
56 57,5 2864 57,3 —283,0 57.9 — 2846 57,0 — 281,9 
57 56,8 —2828 574 —2801 57,9 —281,5 56,8 -— 2781 


Die Werte schwingen bei jeder einzelnen Elektrode, gleichwohl 
aber besteht eine gewisse Konstanz insofern, als die Grenzen, inner- 
halb deren die einzelnen Werte bei jeder Elektrode schwingen, als 
fiir diese charakteristisch bezeichnet werden miissen. Benétigt man 
also nicht die volle mit der Glaselektrode erreichbare Genauigkeit, 
so kann man sehr wohl die einmal bestimmten Werte von a und zp! 
zur Berechnung des py-Wertes aus einer spater durchgefiihrten 
Potentialmessung anwenden. Die am 7. April und 7. Mai durch- 
gefiihrten Messungen waren recht umfassend, weshalb das Material 
sich zur Illustration der Genauigkeit eignet, die bei py-Bestimmungen 
mit der Glaselektrode erreicht werden kann, wenn Altere Werte von 
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%, und z,! zur Berechnung dienen. In Tabelle V ist das aus einigen 
am 7. Mai vorgenommenen Potentialmessungen berechnete py an- 
gefiihrt, wobei die am 7. April gefundenenWerte von % und a! zur 
pu-Berechnung benutzt wurden. 


Tabelle V. 





Elektrode 


Losung Pu 
l D 52 5d 56 57 
1 1.08 1,17 1,14 1,18 1,08 1,09 1,12 
4 4,95 4.97 5.03 4.99 4,92 4,98 4.99 
5 6.81 6,82 6.83 6,82 6,75 6.91 6,83 
7 8,72 8,71 8,80 8,75 8,64 8,78 8,74 


Die Abweichung der so gewonnenen py-Werte von den mit der 
Wasserstoffelektrode gefundenen zeigt, daf& die durch ein derartiges 
Verfahren erzielbare Genauigkeit etwa 0,1 py betragt. Bei vielen 
Messungen, z. B. px-Messungen in Bodenausziigen, ist eine solche 
Genauigkeit vermutlich geniigend, was die schon an sich bequeme 
Anwendung der Glaselektrode zu Reihenmessungen noch bequemer 
gestaltet. 

f) Salzjehler. Wie in der Einleitung erwahnt, haben viele Gias- 
sorten die Eigenschaft, im wesentlichen wie eine Wasserstoffelektrode 
zu wirken; sind jedoch gewisse Salze in der Lisung vorhanden, so 
zeigen sich Abweichungen von diesem Verhalten. Der Verfasser hat in 
einer friiheren Arbeit (10) an Elektroden, die aus Thiiringer Glas ver- 
fertigt wurden, Salzfehler beobachtet, die bei Natriumchlorid und 
Lithiumchlorid auftraten, nicht aber bei Kaliumchlorid. Andere 
Autoren haben ahnliche Verhaltnisse untersucht: in einer spéiteren 
Arbeit soll hierauf niher ecingegangen werden. 


Elektroden, die aus dem von Mac Innes angegebenen Glas bestehen, 
zeigen jedoch innerhalb eines groBen py-Bereiches (py 1,0 bis 8,0) keine 
oder nur geringe Salzfehler. Die Untersuchungen, die sich mit der 
Aufklarung des Einflusses von Salzen auf das Potential der Glaselektrode 
beschaftigen, sind zwar nicht erschépfend, doch kann mit einiger 
Sicherheit festgestellt werden, daB die am haufigsten vorkommenden 
Salze keinen oder doch nur geringen EKinfluB auf das Potential der 
Glaselektrode haben. Duncan A. Mac Innes und Donald Belcher (11) 
haben den EinfluB von Lithium-, Natrium-, Calcium- und Bariumionen 
auf das Potential der Glaselektrode untersucht und erst bei py 8 Ab- 
weichungen von der Wasserstoffelektrode gefunden. 


Der Verfasser hat den Einflu&8 von Natriumionen auf mit der Glas- 
elektrode ausgefiihrte py-Messungen in Pufferlésungen untersucht, die 
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1 nan Natriumchlorid waren und hat im px-Bereich 6,21 bis 8,78 keinen 
Unterschied zwischen diesen und den mit der Wasserstoffelektrode 
gemessenen py-Werten gefunden. 


Tabelle VI. 


Pufferl6sungen, gleichzeitig | mol. an NaCl. 








Glas- i oy i y 

clektrode oe ies a 

Nr elektrode elektrode 

5eem prim. + 5cem sek. Phosphat + 99 cem 

TENE 32) Bh sy! BE ek. Ba 4 6,21 6,18 
5eem prim. + 5eem sek. Phosphat . . 7 6,25 6,24 
- > ie @ ‘, fi 7,18 7,19 
Boratlosung 1 8,76 8,80 
4 8,76 8,76 


Beim Studium von Eiweibstoffen hat bekanntlich die Messung 
von Wasserstoffionenkonzentrationen in starken Ammoniumsulfat- 
losungen besondere Bedeutung. Es war daher von Interesse zu unter- 
suchen, ob die Gegenwart dieses Salzes etwa Salzfehler veranlassen 
kénne. Zu diesem Zwecke wurden Pufferlésungen mit gesattigter 
Ammoniumsulfatlésung auf das Doppelte verdiinnt und wie friiher 
teils mit der Wasserstoffelektrode, teils mit einer Reihe von Glas- 
elektroden gemessen (vgl. Tabelle VII). Auch hier findet man im 
pu-Bereich 2,46 bis 6,48 keinen meBbaren Unterschied zwischen den 
nach den beiden Verfahren bestimmten Werten. 


Tabelle VII. 





pu gemessen mit 


Zusammensetzung der Lisung Wasser- 


Glaselektrode Nr. 
Ce 
elektrode 1 52 55 56 57 


5Ncem gesattigte (N Hy)oSO,4-Losung 


+50com n/10 HCL. ....... 246 | 246 2451245 2.42 2.41 
+50» oOrheatiboumm 2.66 30.5 451 | 4,53 448 4,50 4,52 4,52 
+25 , prim.+25cemsek.Phosphat 5,78 | 5,82 5,76 5,76 5,83 5,81 
+5, a “ 6,48 6,47 6,46 6,43 6,46 6,44 


Diese Untersuchungen iiber den Salzfehler wurden bei dieser 
Gelegenheit nicht weitergefiihrt, teils deshalb, weil in den untersuchten 
Fallen kein Salzfehler festgestellt werden konnte, teils deshalb, weil 
diese Verhaltnisse fiir die pa-Messung in den verhaltnismaBbig salzarmen 
biologischen Fliissigkeiten kaum wesentliche Bedeutung haben. 

g) Zusammenfassende Beschreibung der Anwendungsweise der Glas- 
elektrode zur py-Messung in biologischen Fliissigkeiten. Auf Grund der 
bei der Durchfiihrung der in den vorhergehenden Unterabschnitten 
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besprochenen Versuche gewonnenen Erfahrungen kann fiir die An- 
wendung der Glaselektrode zur pg-Bestimmung in biologischen Fliissig- 
keiten folgende Arbeitsweise empfohlen werden: 

Die Elektrode wird in der von Haber vorgeschlagenen Kugelform 
aus der von Mac Innes und Malcolm Dole angegebenen Glassorte 
hergestellt, wie in Abschnitt le niher beschrieben. Nach dem voll 
stindigen Abkihlen wird sie mit irgendeiner Pufferlésung (in unserem 
Falle Citratlésung nach S. P. L. Sérensen) als Innenfliissigkeit gefiillt, 
in destilliertes Wasser getaucht und so in einem Thermostaten bei der 
MeBtemperatur stchengelassen (vgl. Abschnitt 1d). Hier verweilt die 
Elektrode vor ihrer Anwendung ungefaihr 1 Woche lang, wobei ihr 
Potential gegen eine Lésung von der Zusammensetzung der Innen- 
fliissigkeit von Zeit zu Zeit gemessen wird. Wenn die Potentialwerte 
sich der Konstanz naihern und nur mehr wenig von Null abweichen 
(Innen- und AuBenfliissigkeit sind ja gleich), so ist die Elektrode nach 
der Eichung (vgl. dariiber Abschnitt le) zur pg-Messung brauchbar. 

Die Potentialmessungen werden nach der Kompensationsmethode 
ausgefiihrt (vgl. la), wozu man ein besonders dafiir geeignetes Null- 
instrument verwendet. Wahrend der Messung befinden sich die Glas- 
elektrode und die zugehérigen Kalomelelektroden in einem Luft- 
thermostaten. Die Glaselektrode wird vor jeder Messung mit destilliertem 
Wasser, das die MeBtemperatur hat, gespiilt, wnd soll stets mit Innen- 
fliissigkett gefiillt und in Wasser getaucht bet der MeBtemperatur auf- 
bewahrt werden. 

Hat sich die Glaselektrode nach dem notwendigen Stehen bei der 
Eichung als brauchbar erwiesen, so geht die pg-Messung in einer biologi- 
schen Fliissigkeit ganz ebenso vor sich, wie die pg-Messung in einer der 
im vorhergehenden untersuchten Pufferlésungen. Die Probenahme 
oder Darstellung der zur Messung bestimmten biologischen Fliissig- 
keit (Extraktion, Mazeration u. dgl. des betreffenden Stoffes oder 
Organes) ist natiirlich eine Sache fiir sich, die in jedem einzelnen Falle 
beurteilt werden mub. 

SehlieBlich sei die Eichung und die darauffolgende pg-Messung 
in einer biologischen Flissigkeit (als Beispiel wurde eine Probemahlzeit 
nach Ewald gewahlt) in allen Einzelheiten beschrieben. Zur Messung 
dienten drei Glaselektroden (a, 6 und c). Nur die mit @ ausgefiihrten 
Messungen sind vollstandig wiedergegeben. 

Zuerst wurde die Elektrode in n/10 HCl angebracht (py 1,08 bei 25°). 
Die Potentialmessungen ergaben 


— 219,1 Millivolt 
— 219,2 ’ 
— 219,5 + 
— 219,3 - 


Mittel: — 219,3 Millivolt 
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Sodann wurde eine Citratlésung vom py 4,98 bei 25° gemessen. Die 


Potentialmessungen ergaben: 


3.5 Millivolt 


3,4 a 
3.0 i 
3.4 ve 


Mittel: 3,3 Millivolt 
* F . : X, — Ne , 
Durch Einsetzen in die Formel (3) « = J 2 erhalt man 
Pui PHe 
919.3 Et 
1,08 —- 4,98 
fiir x sowie eines der py-Werte und des entsprechenden 2-Wertes in Formel (4) 
Ny = NK “a pu erhalt man a, = — 219,3 — 57,1 . 1,08 = - 281,0 Millivolt. 
a -+- 281.0 
57,1 
Nach der Eichung wurde das py der Ewaldschen Probemahlzeit be- 
stimmt. Die Potentialmessungen ergaben 


183.2 Millivolt 
183,4 ae 


57,1, und durch Einsetzen des gefundenen Wertes 


Die dieser Elektrcde entsprechende Formel lautet also py 


183.5 yi 
183,2 ay 
Mittel: 183,3 Millivolt 


Durch Einsetzen in die Formel wurde der entsprechende py-Wert zu 
1,71 bestimmt. Die Messungen mit den Elektroden b und ¢ ergaben die 
pu-Werte 1,69 und 1,70. Eine gleichzeitig mit der Wasserstoffelektrode 


ausgefiihrte Messung ergab 1,72. 


2. Anwendungen der Glaselektrode zur py-Messung in biologischen 
Fliissigkeiten. 

a) Bodenaujschldmmungen und deren Filtrate. Es war zu erwarten, 
da die Glaselektrode zur py-Messung in Bodenaufschlammungen und deren 
Filtraten besonders geeignet sein wiirde; sie ist beziiglich der MeBgeschwindig- 
keit der Chinhydronelektrode und den kolorimetrischen Methoden  ver- 
gleichbar, hat jedoch nicht deren Fehlerquellen. Die Wasserstoffelektrode 
ist bekanntlich bei derartigen kohlensaéurehaltigen Suspensionen schwer 
verwendbar und eignet sich kaum zu Reihenbestimmungen. 

Bei der py-Bestimmung in einer gegebenen Bodenprobe ist zu unter- 
scheiden zwischen der Vorbehandlung der Probe (Extraktion mit Wasser 
oder Salzlésung, Aufschlammung in Wasser u. dgl.) einerseits und der 
eigentlichen py-Messung im Bodenextrakt oder der Bodenaufschlimmung 
andererseits. Wir wollen hier beide Teile der Behandlung getrennt be- 
sprechen, und beschreiben zuerst die eigentliche py-Messung in einem 
gegebenen Bodenextrakt oder einer Bodenaufschlammung. In den folgenden 
Tabellen sind die Ergebnisse einer Anzahl von hier im Laboratorium aus- 
gefiihrten py-Messungen in Bodenaufschlammungen und deren Filtraten 
zusammengestellt. Die Tabelle VIII enthalt einige Messungen an ver- 
schiedenen Bodenarten (Torfboden, Fichtenrohhumus, Wiesenboden und 
Gartenboden). Die Bodenaufschlammungen wurden vor der Messung 
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24 Stunden lang mit kohlensaurefreier Luft durchliiftet, wobei angenommen 
wurde, da die festen Bodenanteile nach dieser Zeit mit der umgebenden 


Fliissigkeit ins Gleichgewicht gekommen sein wiirden. 


Tabelle VIII. 





Aufschlammung 


Filtrat 


Se Wasser-| Glas- ||. __Elektrometrische Messungen 
sse _ ake, it Sh tema ads ein ies 
PM = Wasserstoff- Glas- Chinhydron- 
elektrode elektrode elektrode 


x Boden 
Art der Bodenprobe ts 


Torfboden ... . lig 4,54 4.56 | 


Fichtenrohhumus . 1/6 4,65 466 | 4,81 4,80 4.81 
° oe 462 | 460 | 4,45 4,47 4,46 
tO | 4,28 4,27 4,28 

Wiesenboden. . .  /g 6,08 6,10 | 6,07 6,05 5.99 

: ee we - 591 5,88 6,01 6,03 5,98 
‘ = oo 5,78 579 | 5.80 
Gartenboden. .. 1% 830 8,28 745 | 7,20 
i ys ae 7,75 7,80 7,42 7,22 
% ee, Se 7,47 | 7,28 


Aus den Tabellen geht hervor, daB die Wasserstoffelektroden- und Glas- 
elektrodenmessungen gut iibereinstimmen, und zwar sowohl bei der py-Be- 
stimmung in Filtraten, als auch in Aufschlammungen. In den Filtraten 
konnten auch Messungen mit Chinhydronelektroden vorgenommen werden, 
welche gleichfalls gut mit den Wasserstoffelektroden- und Glaselektroden- 
messungen iibereinstimmen. Eine Ausnahme bilden die Messungen in 
Gartenboden. Es war nicht méglich, in den Filtraten von diesen Boden- 
proben mit Wasserstoffelektroden konstante Potentiale zu erzielen (weshalb 
diese Messungen auch nicht in die Tabelle aufgenommen wurden), und 
Messungen mit Chinhydronelektroden ergaben niedrigere py-Werte als die 
mit Glaselektroden. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, da8 der 
betreffende Boden oxydierende oder reduzierende Substanzen enthielt, die 
bei der Extraktion in Lésung gingen. 

Die hier besprochenen Beispiele fiir py-Messungen in Bodenaufschlam- 
mungen und Filtraten haben die Anwendbarkeit der Glaselektrode in den 
vorliegenden Fallen dargetan, indem in den Fallen, wo gleichzeitige Messungen 
mit der Wasserstoffelektrode und der Glaselektrode méglich waren, gute 
Ubereinstimmung erzielt wurde. Wesentlich schlechter ist die Uberein- 
stimmung zwischen den in den Aufschlimmungen und den entsprechenden 
Filtraten gemessenen py-Werten, was vermutlich auf mangelndes Gleich- 
gewicht zwischen den Bodenteilchen und der umgebenden Fliissigkeit oder 
auf bei der Filtration auftretende Fehlerquellen (die Filtration ging iibrigens 
in einem geschlossenen Gefai vor sich) oder méglicherweise auf beide 
Ursachen zuriickzufiihren ist. Wir werden spater auf diese Frage zuriick- 
kommen, wollen aber vorerst einige Messungen von Bodenproben mit 
geringem Wassergehalt besprechen, bei denen also die natiirlichen Ver- 
haltnisse nur wenig verandert waren. 

Proben des Gartenbodens von je 100g wurden mit verschiedenen 
Wassermengen gemischt. Der Wassergehalt der beiden wasserarmeren 
Proben war so gering, daB sie eine teigartige Konsistenz hatten; die beiden 
anderen Proben zeigten die Beschaffenheit eines diinnfliissigen Breies. Die 

Biochemische Zeitschrift Band 274. 17 








246 G. Haugaard: 


Bodenaufschlammungen standen vor den Messungen 1 Stunde lang im 
25°-Thermostaten, wobei bisweilen mit einem Spatel geriihrt, nicht aber 
wie beim friiheren Versuch Wasserstoff durchgeleitet wurde. Gemessen 
wurde mit drei Glaselektroden, die MeBresultate sind in Tabelle [LX wieder- 
gegeben. Die Messungen mit den drei Elektroden stimmen nicht besonders 
gut iiberein, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, da zwischen 
Bodenkérper und Lésung wohl kaum Gleichgewicht bestand. Der Nieder- 
schlag setzte sich teilweise ab und der wirksame Teil der Elektrode ist daher 
unten von Niederschlag plus anhaftender Lésung, oben von Dekantant 
umgeben. Besteht kein Gleichgewicht zwischen Niederschlag und Dekantat, 
so miissen die Messungen ungleichartige Ergebnisse liefern; da eben dies 
der Fall gewesen zu sein scheint, geht aus dem letzten Teil dieser Messungen 
hervor, wo der Niederschlag plus umgebender Fliissigkeit und das Dekantat 
getrennt untersucht wurden. Die Messungen des Niederschlags gaben mit 
allen drei Elektroden itibereinstimmende Werte, welche aber betrachtlich 
von denen des Dekantates abwichen. Andererseits aber stimmten auch 
bei diesen die mit den drei Elektroden ausgefiihrten Messungen unter- 
einander gut tiberein. 


Tabelle IX. Messungen mit drei Elektroden in einer wasserarmen 
Bodenaufschlammung. 





Ya Es a Konsistenz 
Pu Pu Pu 
100g Gartenboden + 29g Wasser = 7,99 6,90 6,78 Ziher Teig 
100g ” +30g , 6,90 6.64 6,72  Diinner Teig 
100 g os o 40 g oe 6,60 6.71 6.93 Dicker Brei 
100g - +80¢ , 6,86 6,76 6,83 Diinner Brei 


Hierauf wurde die Bodenaufschlammung (100g Boden + 80g Wasser) 
einige Zeit stehengelassen und sodann die tiberstehende Fliissigkeit ab- 
dekantiert. 








Dee ee et mare e? eal 8.6: 8,62 8,65 
Niederschlag . Reet eee ae 6,80 6.81 6,83 Zusammensetzung des 
Niederschlags  ent- 
sprechend 100g Erde 

' + 35g Wasser 

Bei den vorhergehenden Versuchen und nament- 
| lich beim letzten — konnten also Zweifel dariiber ent- 
stehen, ob zwischen der Bodenaufschlammung und dem 
e. Filtrat oder Dekantat Gleichgewicht eingetreten war. 
Es war daher eine besondere Untersuchung der Frage 
‘ angezeigt, in welcher Weise Bodenextrakte oder Boden- 


Onn aufschlammungen am besten dargestellt werden. 

Zur Untersuchung des Gleichgewichts zwischen 
lan Niederschlag und umgebender Fliissigkeit diente hierbei 
Ad der auf Abb. 5 dargestellte einfache Apparat. 











In die beiden Enden des senkrechten Zylinders 
wird je eine Glaselektrode eingefiihrt. Das Hahnrohr 
und das mittels eines kurzen Gummischlauches daran- 
Abb. 5. geschlossene gebogene Rohr dienen als Leitung zu der 
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einen Kalomelelektrode. Die Glaselektroden werden von Gummistopfen 
gehalten, deren oberer auBerdem ein kurzes offenes Glasrohr trigt, das 
den beim Einsetzen der oberen Elektrode nach dem Einfiillen der Boden- 
aufschlammung — entstehenden Uberdruck ausgleicht. Die andere Kalomel- 
elektrode wird entweder in die Innenfliissigkeit der oberen Elektrode ein- 


getaucht, wenn diese zur Messung dienen soll, oder aber wenn mit ‘der 
unteren Elektrode gemessen werden soll in eine mit der Innenlésung 


gefiillte kleine Schale, in die auch das Ende der unteren Glaselektrode 
getaucht wird. 

Der Apparat ist derart in einem Stativ angebracht, daB er bequem 
umgedreht werden kann, wobei die Elektroden die Plitze tauschen. Der 
kurze gebogene Rohransatz ist in diesem Falle im Schlauch zu drehen, so 
daB die Spitze der einen Kalomelelektrode wiederum darein getaucht 
werden kann. 

Mit Hilfe dieses Apparates wurde das py einiger Aufschlammungen 
von Gartenboden und Fichtenrohhumus bestimmt. 75 g der Bodenprobe, 
wurden in ein gew6hnliches Zylinderglas gefiillt, 150 cem kohlensdurefreies 
destilliertes Wasser zugesetzt, sowie 2 ccm Toluol zur Vermeidung bakterieller 
Kinfliisse. Sodann wurden die Zylinderglaser, die fast ganz mit der Boden- 
aufschlammung gefiillt waren, mit Hilfe von Korkstopfen fest verschlossen, 
in einem 25° warmen Rotationsthermostaten angebracht und diesem zu 
verschiedenen Zeiten entnommen. Die mit Gartenboden erhaltenen MefB- 
resultate sind auf Tabelle X wiedergegeben. Die py-Messungen wurden 
etwa 15 Minuten nach der Entnahme aus dem Thermostaten ausgefiihrt. 
Bei der Messung hatten sich weitaus die meisten festen Bestandteile um 
die untere Elektrode herum abgesetzt. Bei drei Versuchen wurde das 
GefaiB nach der ersten Messung gewendet und das py von neuem bestimmt. 
Nach der py-Messung wurden die Bodenaufschlammungen filtriert und der 
Trockensubstanzgehalt des Filtrates bestimmt. 

Eine Durchsicht der Tabelle X zeigt vor allen Dingen die gute Uber- 
einstimmung von Einzelmessungen derselben Lésung, die mit den beiden 
Elektroden des auf Abb. 4 dargestellten GefaiBes ausgefiihrt wurden. Auch 
in den Fallen, in denen das Gefai® gewendet worden war, haben alle vier 
dabei erhaltenen Messungen das gleiche Resultat ergeben. AuSerdem geht 
aus der Tabelle hervor, daB das py beim Schiitteln der Bodenprobe langsam 
fallt. Das Gleichgewicht zwischen Fliissigkeit und Niederschlag scheint 
also erst nach 100 bis 124 Stunden langem Schiitteln erreicht zu werden, 
also erst nach 5 bis 6 Tagen. Auch der in der letzten Kolonne der Tabelle 
angegebene Trockensubstanzgehalt wird erst nach 100 bis 124 Stunden 
konstant, was gut mit den Wasserstoffionenkonzentrationsmessungen tiber- 


Tabelle X. Gartenboden. 





‘eschiitte oh bere l ntere GefiB umgekippt 0. Trocken- 
Geschiittelt | plektrode Elektrode ‘mine Elektrode | Untere Elektrode Substanz 
Std. Pu PH PH PH im Filtrat 
5 7,16 7,16 7,14 7.13 0.026 
29 7,02 7,00 7,04 7.02 0,030 
53 6,95 6,95 0,034 
100 6,95 6,92 6,92 6,94 0,038 
124 6,90 6,90 0,042 
142 6,88 6,92 0.041 
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einstimmt. Aus der letzten Kolonne der Tabelle geht auch hervor, daB der 
Puffergehalt des Filtrates sehr gering sein muB, da erstens ein Teil des ge- 
lésten Stoffes recht hochmolekulare Humussaure ist und zweitens wohl 
kaum alles Geléste Saéure- oder Basennatur hat. Vergleichsweise sei an- 
gefiihrt, daB die Sérensensche Puffermischung aus gleichen Volumina pri- 
miren und sekundéren Phosphats 1,05% Trockensubstanz enthalt. 


Tabelle XI. Fichtenrohhumus. 








q Obere Savio Gefii umgekippt o, — 
echittelt|| zeit d Elek- | proktro ets war Trocken- der 
chiittelt iene trode Elektrode ee | ere substanz Trocken- 

Std. Pu Pu Du PH im Filtrat in 0 

19 104 50’ 4,07 4,00 
11 00 4,02 4,05 0,108 38,53 
11 15 403 | 4,07 
43 | 1155 | 4,11 4,09 0,130 | 3,75 
7? PP OBO 4,07 4,01 
2 08 4,07 4,02 0,135 3,62 
2 25 4,03 4,09 
95 2 50 4,09 
3 00 4,06 4,04 0,141 3,55 
3 10 4,06 
i 8 20 4,02 4,03 
126 8 45 4,10 4,09 
3 55 4,10 4,09 0,152 3,53 
4 10 | 410 | 4,09 
169 | 500 4,08 | 4,07 | 
6 00 4,10 4,11 0,164 3,50 
6 08 4,10 4,10 
6 45 4,10 4,10 


Tabelle XI gibt die Ergebnisse der Messungen an Fichtenrohhumus 
wieder. Auch hier herrscht gute Ubereinstimmung zwischen den im Nieder- 
schlag und der iiberstehenden Fliissigkeit gemessenen Werten, auch dann, 
wenn das GefaB gewendet wurde und die Elektroden also vertauscht wurden. 
Die Unterschiede zwischen den ersten und den letzten Messungen sind so 
gering, daB man das Gleichgewicht in bezug auf Wasserstoffionen schon 
nach eintagigem Schiitteln als erreicht betrachten kann. Der Trocken- 
substanzgehalt des Filtrats ist jedoch nicht einmal nach 169 Stunden 
konstant geworden. Dessen absoluter Wert ist wesentlich héher als beim 
Gartenboden. Die letzte Kolonne enthalt den prozentischen Stickstoff- 
gehalt der Trockensubstanz. Dieser scheint konstant zu sein, was darauf 
hindeutet, da® es sich nur um eine, langsam in Lésung gehende Substanz 
handelt; in diesem Zusammenhang sei erwéhnt, daB der Fichtenrohhumus 
kein Nitrat enthielt. 

Die auf den letzten Seiten besprochenen Versuche iiber die py-Messung 
in Bodenaufschlammungen und deren Filtraten mit Hilfe von Glaselektroden 
zeigen wohl eindeutig deren Brauchbarkeit (Tabelle VIII). Aus den Ta- 
bellen IX, X und XI geht hervor, daB man einerseits auf die Sicherung des 
Gleichgewichts zwischen der Bodenprobe und der dariiberstehenden 
Lésung bedacht sein muB, und daB sich andererseits dieses Gleichgewicht 
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erst nach langerem Schiitteln einstellt. Die Messung von Bodenaufschlam- 
mungen in dem auf Abb. 5 dargestellten ZylindergefaB ist besonders bequem, 
da man darin den Bodensatz und die umgebende Fliissigkeit als Dekantat 
gesondert untersuchen kann. 

Mit Hilfe dieses GefaBes, das die schonende und gleichzeitige py-Be- 
stimmung in einem Niederschlag und dem ihm entsprechenden Dekantat 
erlaubt, konnte der Verfasser den von G. Wiegner und H. Pallmann (12) 
beschriebenen sogenannten Wiegner-Effekt nicht auffinden, was gut mit 
den Ergebnissen von Augusta Unmack (13) iibereinstimmt, da es auch dieser 
Verfasserin bei der mit Wasserstoffelektroden durchgefiihrten Messung von 
Lehm, Calciumpermutit, Stearinséuresuspensionen und den dazugehdérigen 
Filtraten nicht gelang, den Wiegner-Effekt aufzufinden. 

Das hier vorliegende Material ist zwar nicht groB genug, um auf Grund 
dessen ein allgemein giiltiges Verfahren zur py-Messung in Bodenauf- 
schlammungen oder Bodenextrakten in Einzelheiten zu beschreiben, was 
auch nicht in der Absicht des Verfassers gelegen war, doch kénnen einzelne 
Anweisungen zur Messung auf dieser Grundlage gegeben werden. Ganz 
allgemein sind bei der Bestimmung der Reaktion von Bodenproben Suspen- 
sionen den Filtraten vorzuziehen, da man dabei die der Filtration an- 
haftenden Fehlerquellen vermeidet; dies wird durch die Anwendung der 
Glaselektrode erméglicht. AuBerdem soll die Extraktion griindlich sein 
(vgl. Tabelle X und XI). Die Extraktionszeit ist abhangig von der Ge- 
nauigkeit, mit der man das py zu bestimmen wiinscht und kann natiirlich 
auf Grund der beiden hier untersuchten Faille nicht festgelegt werden; 
doch wird vermutlich fiir die meisten Zwecke der Praxis 24stiindiges 
Schiitteln ausreichen. Was endlich den Wasserzusatz betrifft, so sei er 
nicht zu gering, da man sich sonst bei schwachem Schiitteln oder langsamer 
Rotation des GefaiBes nicht auf die vollstandige Durchmischung verlassen 
kann. Ein Verhaltnis von 1:2 zwischen Bodenprobe und Wasser diirfte 
in den meisten Fallen angemessen sein. Nur humusahnliche Bodenarten, 
die groBe Wassermengen aufsaugen kénnen, diirften gréBere Wasserzusatze 
erfordern. 

b) Pjerdeblut. Eine py-Bestimmung im Blute mittels der Wasserstoff- 
elektrode wird durch den Kohlensauregehalt des Blutes erschwert und ist 
daher nur bei Anwendung besonderer Kunstgriffe méglich. Auch der 
Hamoglobingehalt gibt, besonders bei teilweise himolysiertem Blut, AnlaB 
zu Schwierigkeiten, da das py von Oxydations-Reduktionssystemen schlecht 
oder gar nicht mit der Wasserstoffelektrode bestimmbar ist. Beide Nachteile 
fallen bei Verwendung der Glaselektrode statt der Wasserstoffelektrode weg. 

Zur Untersuchung der Anwendbarkeit der Glaselektrode zur py-Be- 
stimmung im Blute wurden einige Messungen in von Pferden stammendem 
Citratblut und Citratplasma vorgenommen (1 Teil 5° iges Natriumcitrat 
+ 5 Teile Blut). Das Citratblut wurde in einem hohen Zylinderglas einige 
Zeit stehengelassen, wobei sich die Blutkérperchen absetzen. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit, das Blutplasma, wurde abdekantiert. Dessen Wasser- 
stoffionenkonzentration war 7,39, bestimmt mit der Glaselektrode. Nun 
wurde die Wasserstoffionenkonzentration des Blutplasmas mittels n HCl 
auf py 5,00 gebracht und sodann ein kraftiger Wasserstoffstrom durch die 
Fliissigkeit geleitet, wobei einige Tropfen Octylalkohol Schaumbildung 
verhinderten. Das Durchleiten dauerte 1 Stunde, sodann wurde ein Teil 
der Fliissigkeit mittels n NaOH zu ungefahr dem urspriinglichen py (7,39) 
zuriickgefiihrt, ein anderer Teil auf alkalische Reaktion (py 9,72) gebracht. 
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Tabelle XII. Versuch mit Pferdeblut. 





PH: mit der PH; mit der Glaselektrode gemessen 
Vasserstoff- if aie dai iain CE SE ee ee a 
elektrode gemessen l 5 52 55 56 7 
Blutplasma. . 7,41 7,41 741 7,43 7.44 7Al 7.44 
< =e 9,72 9,73 9,71 9,72 9,74 9,74 9.80 
Pferdeblut .. 7,34 7,37 7,37 7,39 7,36 7,35 


Hierauf wurde mit drei Wasserstoffelektroden und sechs verschiedenen 
Glaselektroden das py gemessen. Die Potentiale der Wasserstoffelektroden 
wichen nur um 0,2 Millivolt voneinander ab. AuSBerdem wurde die Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Citratblutes vor dem Dekantieren des Plasmas mit 
allen sechs Glaselektroden bestimmt. Auch hier wurden Vergleichsmessungen 
mit Wasserstoffelektroden ausgefiihrt, diese wichen aber so sehr voneinander 
ab, daB sie als wertlos angesehen werden muBten, weshalb sie auch nicht 
hier angefiihrt sind. Die MeBresultate sind in Tabelle XII wiedergegeben. 
Die mit der Wasserstoffelektrode und die mit den Glaselektroden gefundenen 
pu-Werte stimmen fiir das Blutplasma gut iiberein, d. h. die Abweichungen 
sind nicht gréBer als etwa 0,02 bis 0,03 py-Einh. mit einer einzigen Ausnahme 
bei Elektrode 57, wo die Messung um 0,08 py-Einh. von dem mit der Glas- 
elektrode gemessenen Wert abwich. 

Was das Vollblut betrifft, so k6nnen nur die Glaselektrodenmessungen 
untereinander verglichen werden. Thre Ubereinstimmung ist als gut zu 
bezeichnen. Obgleich die py-Bestimmungen im Vollblut nicht durch Ver- 
gleichsmessungen mit der Wasserstoffelektrode kontrolliert werden konnten, 
kann man doch annehmen, daB die hier beschriebenen Messungen die 
Anwendbarkeit der Glaselektrode zur py-Bestimmung im Blute dartun. 

c) Einige andere biologische Fliissigkeiten. AuBer den in den Abschnitten 
lg, 2a und 2b besprochenen py-Messungen in Ewaldschen Probemahl- 
zeiten, Bodenaufschlammungen und Pferdeblut hat der Verfasser mit Hilfe 
der Glaselektrode py-Bestimmungen ausgefiihrt in feingehackter Leber, 
Schweinefleisch, Fazes von Sauglingen, Hefeaufschlammung, Hefeauto- 
lysat und Milch. 

Die Leber (Kalbsleber) wurde fein gehackt und sodann das py mit der 
Glaselektrode gemessen (siehe Tabelle XIII). Hierauf wurden 25g der 
Masse mit 25 cem ausgekochtem destilliertem Wassers versetzt, die Auf- 
schlammung unter Umriihren 1/, Stunde stehengelassen und sodann zentri- 
fugiert. Das Zentrifugat wurde sowohl mit der Glaselektrode wie mit der 
Wasserstoffelektrode gemessen. Der Leberbrei blieb bei 25° bis zum naéchsten 
Tage stehen und wurde darauf mit der Glaselektrode gemessen. Ebenso 
wie friiher wurde ein Zentrifugat hergestellt und mit der Wasserstoff- 
elektrode und Glaselektrode gemessen. Beim Stehenlassen des Breies hatte 
sich die Wasserstoffionenkonzentration im Laufe eines Tages von py 6,14 
auf 4,72 verschoben. Zur Messung wurde nur eine Wasserstoffelektrode an- 
gewandt. Die Ubereinstimmung zwischen den Messungen mit der Wasserstoff- 
elektrode und denen mit der Glaselektrode kann als gut bezeichnet werden. 

Das Schweinefleisch wurde nach einem ahnlichen Verfahren gemessen. 
Die MeBresultate sind in Tabelle XIV wiedergegeben. Die einzelnen 
Messungen mit Glaselektroden stimmen untereinander recht gut iiberein, 
und in dem einen Falle, in dem die Anwendung einer Wasserstoffelektrode 
moéglich war, stimmt der mit deren Hilfe gewonnene Wert gut mit dem 
Ergebnis der Glaselektrodenmessungen iiberein. 
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Tabelle XIII. 





Glaselektrode Wasserstoff- 


(2) elektrode 
Frische feingehackte Leber . .......2.2.4.. 6,14 
25 ¢ gehackte Leber + 25cem Wasser, Zentrifugat . . 6,24 6,29 
Leber nach dem Stehen bei 25° . ..... 2... 4,72 
25g hiervon + 25cem Wasser, Zentrifugat . . . . . 4,64 4.65 


Tabelle XIV. 





Glaselektroden —— 
Feingehacktes Schweinefleisch 1 i 52 elektrode 
Pu Pu Pu PH 
1. Ohne Wasserzusatz. ........ 5,55 5.58 5.61 
2. 281¢ Fleisch + 25cem Wasser . . 5.59 5,58 5.58 
3. 281 ¢ a = lOO <, ‘s oa 5,71 5,72 5,72 5,71 


Die py-Bestimmung in den Sauglingsfazes wurde mit fiinf Glaselektroden 
ausgefiihrt. Es war nicht méglich, einen Extrakt davon mit der Wasserstofft- 
elektrode zu messen, vermutlich infolge des Gehalts an Schwefelwasserstoff. 
Es kénnen hier also die Glaselektrodenmessungen nur miteinander ver- 
glichen werden. Auf Grund der eben mitgeteilten Erfahrungen kann man 
jedoch annehmen, da die gefundenen py-Werte die Reaktion der unter- 
suchten Fazesprobe angeben. Die Ubereinstimmung der Einzelwerte ist 
nicht so gut, wie bei den vorhergehenden Beispielen, was vermutlich auf 
der Uneinheitlichkeit des Produktes beruht, die auch durch vorhergehendes 
Verreiben in einer Reibschale nicht behoben werden konnte. 


Tabelle XV. py-Messung in Fazes von Sauglingen. 





Glaselektrode Nr.: 1 52 55 56 57 
6,72 6.62 6,63 6,59 6,54 


In Tabelle XVI sind die Resultate der py-Messungen in Hefeauf- 
schlammung, Hefeautolysat und Milch wiedergegeben. Die Ubereinstimmung 
der Wasserstoffelektroden- und Glaselektrodenmessungen mu als gut 
bezeichnet werden und belegt ebenso wie die friiher beschriebenen Beispiele 
die Anwendbarkeit der Glaselektrode zur py-Bestimmung in biologischen 
Fliissigkeiten. 


Tabelle XVI. 





Wasser- Gian. 
enue elektrode Elektrode 
pu Pu Nr. 
Hefeaufsechlammung . . . 6,30 6,26 1 
Hefeautolysat . ..... 6.62 6.58 2 
; ~— 6.64 1 
Milel aa 6.63 i pot 
SNES Or ea a “ie 1.6 661 4 








252 G. Haugaard. 


Ubersicht. 

In der vorliegenden Abhandlung werden einige Versuche iiber die 
Anwendbarkeit der Glaselektrode zu py-Messungen in _ biologischen 
Fliissigkeiten besprochen. Wo es méglich war, wurden umfassende 
Parallelmessungen mit der Wasserstoffelektrode ausgefiihrt, wobei sich 
keine systematische Abweichung zwischen den mit den beiden Elektroden 
vorgenommenen Messungen ergaben. Die mit der Wasserstoffelektrode 
und der Glaselektrode gewonnenen py-Werte unterschieden sich in den 
meisten Fallen nur um 0,02 bis 0,03 pg-Einheiten. Die Anwendbarkeit 
der Glaselektrode auf derartige Lésungen kann somit als gesichert betrachtet 
werden. Die MeBunsicherheit diirfte nur selten 0,02 bis 0,03 pa-Einherten 
iibersteigen. 

Zum SchluB wiinsecht der Verfasser, Herrn Prof. Dr. S. P. L. Sérensen fiir 
Rat und Unterstiitzung bei der Ausfiihrung dieser Arbeit herzlich zu danken. 
Ferner dankt der Verfasser Herrn Prof. Dr. H. M. Hansen fiir die Méglichkeit 
zur Ausfiihrung einiger Spezialuntersuchungen, die der vorliegenden Ab- 
handlung indirekt zunutze gekommen sind. 
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Uber Cytochrom und das Atmungssystem der Bakterien. 
Von 
W. Frei, L. Riedmiiller und F. Almasy. 
(Aus dem Veterinér-Pathologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 23. September 1934.) 


Im AnschluB an Wielands Dehydrierungstheorie (1) konnten Keilin (2), 
Dixon (3) und andere Autoren folgende Zusammenhange zwischen den 
wichtigsten Teilreaktionen der sogenannten normalen Zellatmung fest- 
stellen. Der primaire ProzeS der Zellatmung, die enzymatische Dehydrierung 
des Substrates, geht unter dem aktivierenden Einflu8 substratspezifischer 
Dehydrasen vor sich (4), wobei das Atmungspigment Cytochrom (2) als 
Wasserstoffakzeptor dient. Durch die Hydrierung wird das Cytochrom 
reversibel aus der oxydierten in die reduzierte (spektroskopisch leicht nack- 
weisbare) Form iibergefiihrt?. 

Dieser Teil der Zellatmung erfahrt durch Urethan und andere indifferente 
Narkotica eine starke Hemmung. Man kann z. B. in Zellsuspensionen, 
welche durchliiftet worden sind, das Wiederauftreten der Absorptions- 
banden des reduzierten Cytochroms nach kurzem Stehenlassen unter Luft- 
abschluB feststellen, wahrend die Reduktion bei Gegenwart von Urethan 
nur sehr langsam vor sich geht. Die Uberfiihrung des reduzierten Cyto- 
chroms in die oxydierte Form (die Reaktivierung) kann durch Luftsauerstoff 
nur bei Gegenwart eines weiteren Ferments, der Indophenoloxydase (2), 
erfolgen. KCN, H,S, NaN, und CO hemmen diesen Vorgang. In einer 
Zellsuspension, die KCN enthalt, wird das Spektrum des reduzierten Cyto- 
chroms beim Durchleiten von Luft nicht zum Verschwinden gebracht. 
Die hemmende Wirkung des Kohlenoxyds wird durch Belichtung herab 
gesetzt. 

Verschiedene Beobachtungen weisen darauf hin, daB die Zellatmung 
nicht ausschlieBlich auf diesem Wege vor sich geht. Abweichungen vom 
»normalen‘: Schema: 


Substrat --- { --- Dehydrase --- Cytochrom --- Oxydase --f --- Luftsauerstoff 
Urethan KCN, H,S 
NaN,, CO 
sind festgestellt und naher untersucht worden. 


So fand man, daB die atmungshemmende Wirkung von CO bei B. coli(2) 
und bei den Sporen von B. subtilis (2) durch Licht nicht beeinfluBt wird. 
Ferner erwies sich in verschiedenen Fallen [Sarcina (5), Milehsaurebazillus (6), 
Chlorella (7), Colpidium (8) und Paramaecium (9)] die Atmungslahmung 
durch KCN als gering oder ganzlich fehlend. 

Gewisse Ole, wie z. B. Leinél, konnten bei Gegenwart von Methamo- 
globin mit Luftsauerstoff oxydiert werden, wobei sich keine hemmende 
Wirkung von KCN feststellen lieB [ Robinson (10)]. 


1 Shibata u. Tamiya (22) betrachten diesen Vorgang als Desoxy- 
genierung. 
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Diese Beobachtungen beweisen zweifellos, daB auBer dem normalen 
Atmungssystem ein KCN-stabiles Atmungssystem existiert. Kuhn und 
Meyer (11) fanden, daB die Empfindlichkeit der Atmung gegen KCN bei 
reichlicher Beladung der Zellen mit Kohlenhydraten erhéht ist. Der durch 
KCN hemmbare Teil der Atmung soll nach ihnen hauptsachlich in einer 
Verbrennung von Kohlenhydraten bestehen, der KCN-stabile Teil der 
Atmung hingegen an die Oxydation der Fette gebunden sein. Beide Prozesse 
werden nach den genannten Autoren durch Fermente katalysiert, die 
Himatinabkémmlinge darstellen. Andere Untersuchungen zeigten, daB 
der KC N-stabile Teil der Atmung in verschiedenen Fallen auf einer direkten 
Dehydrierung des aktivierten Substrates mit Luftsauerstoff beruht, welche 
unter dem Einflu{ der sogenannten oxytropen Dehydrasen [z. B. der 
Xanthindehydrase (12)] erfolgt. Endlich ist die Mitwirkung autoxydabler 
Sauerstoffiibertrager, wie z. B. des Flavoproteins, bei der KCN-stabilen 
Zellatmung als wahrscheinlich erkannt worden | Warburg, Christian (15) (23), 
Wagqner-J auregg (13)]. 

Unter Beriicksichtigung dieser Erfahrungen ergeben sich nach 
Keilin (2) folgende Typen von Abweichungen vom normalen Atmungs- 
system: a) Das Atmungssystem ist normal, enthalt jedoch eine Oxydase, 
die durch KCN nicht beeinfluBt wird (z. B. B. coli!). b) Ersatz des 
Cytochroms im sonst wahrscheinlich normalen System durch einen 
Sauerstoffiibertrager, der kein Haimatinabkémmling ist und der, wie 
das Pyocyanin — méglicherweise tiber eine Oxydase — in die oxydierte 
Form iiberfiihrt wird [Friedheim (14)]. c) Die Atmung verlauft mit 
Hilfe eines autoxydablen O,-Ubertragers, der vom aktivierten Substrat 
reduziert und mit Luftsauerstoff wieder in die oxydierte Form tiber- 
gefihrt wird [z. B. Warburgs zweites (gelbes) Atmungsferment (15)]. 
d) Die Atmung besteht in einer direkten Dehydrierung des mittels 
oxytroper Dehydrasen aktivierten Substrates mit Luftsauerstoff 
[z. B. die Oxydation des Hypoxanthins und Xanthins zu Harnsaure 
mittels des Schardinger-Enzyms (12)]. 

Wie wir in der FuBnote zu a) erwahnten, wird das Atmungspigment 
Cytochrom in gewissen Zellen durch andere Hamatinderivate ersetzt. 
Keilin (2) nimmt an, daB diese Substanzen ebenso wie das Cytochrom 
Hamochromogencharakter besitzen und daB ihre gemeinsame Mutter- 
substanz wahrscheinlich Protohimatin ist. Nachdem es gelungen ist 
(Keilin), Pyridinhimochromogen durch wiederholtes Reduzieren und 
Oxydieren in dem Sinne zu verandern, daB sein aus zwei Banden be- 
stehendes Spektrum in ein 4-Bandenspektrum vom Cytochromtypus 
verwandelt wird, und nachdem selbst Protohimatin durch direkte 
Oxydation mit Ferricyankalium in eine cytochromahnliche Substanz 
iiberfiihrt worden ist (Kedlin), erscheint es méglich, daB Anderungen 


! Es sei darauf hingewiesen, da8 B. coli nach Keilin (2) kein Cytochrom, 
sondern ein zweibandiges Hamochromogen besitzt, das als Vorliufer des 


Cytochroms angesehen wird. 
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des Redoxpotentials im Zellinneren zu einem allmahlichen Aufbau des 
Cytochroms aus Protohéimatin fiihren, wobei als Zwischenstufen ein- 
fachere Hamochromogene anzunehmen waren. Beobachtungen wie 
die im Falle des B. coli beweisen, daB der Aufbau nicht bis zum fertigen 
Cytochrom fortschreiten muB, sondern, daB das Atmungssystem 
primitiver Zellen bereits mit einfacheren Hamochromogenen funktio- 
nieren kann. Das in den meisten aeroben Bakterien vorkommende 
Haimatin gewinnt dadurch an Bedeutung als Muttersubstanz der 
Hamochromogene. 

Die unter d) angefiihrte Form der Zellatmung, die von Wieland und 
anderen Autoren (4) eingehend untersucht worden ist, liefert als priméres 
Produkt Wasserstoffsuperoxyd. Der chemische Nachweis desselben gelingt 
in der Regel nicht, da der Gehalt der Zellen an H,O, infolge der Gegenwart 
von Katalase sehr niedrig bleibt. In katalasefreien Zellen, z. B. Milchsaure- 
bakterien, konnte Wasserstoffsuperoxyd nachgewiesen werden | Bertho (6)]. 
Es wird angenommen, da} auch die Peroxydasen an der Zersetzung des 
im Verlaufe der Zellatmung gebildeten Wasserstoffsuperoxyds  beteiligt 
sind (4). 

Nach den bisherigen Erfahrungen scheinen die Abweichungen vom 
, normalen’ Atmungssystem hauptsachlich bei den niedrigsten Le bewesen 
stark hervorzutreten. So betreffen die erwaihnten KCN-stabilen 
Systeme fast ausschlieBlich Mikroorganismen. Systematische Unter- 
suchungen iiber die desmolytischen Fermente und Zwischenkatalysa- 
toren dieser Lebewesen sind daher geeignet, unsere Kenntnisse tiber die 
méglichen Formen der Zellatmung wesentlich zu erweitern. 

In vorliegender Arbeit berichten wir iiber Untersuchungen, in 
welchen das Vorkommen: 1. des Cytochroms, 2. anderer Hamochromo- 
gene, 3. der Indophenoloxydase, 4. der Peroxydase, 5. der Katalase, 
6. des Himatins bei einer gr6Beren Anzahl von Mikroorganismen geprift 
worden ist, die verschiedenen bakteriologischen Gruppen angehdéren. 
Mit Hilfe dieses verhaltnismaBig einfachen Arbeitsplanes konnten 
aufschluBreiche Ergebnisse iiber die Atmung der Bakterien gewonnen 
werden, die wir gegenwartig unter Zuhilfenahme weiterer Methoden 
zu prazisieren suchen. 

Versuchstechnik. 

a) Ztichtung der Bakterien. Die Ziichtung erfolgte teilweise in fliissigen 
und teilweise auf festen Nahrbéden. Als fliissige Kulturmedien haben wir 
fiir aerobe Bakterien Peptonbouillon und gelegentlich chemisch definierte 
Nahrbéden! verwendet. Bei diesen Mikroorganismen hatte die Luft Zutritt. 
Anaerobier kultivierten wir in N,-Atmosphare bzw. ohne LuftabschluB in 
Cysteintraubenzuckerbouillon, aus welcher man die Bakterien ohne fremde 
Beimengungen erhalten kann. Die fliissigen Kulturen und die Abschwem- 
mungen fester Kulturen wurden zentrifugiert und mit physiologischer Koch- 


1 Dieselben wurden aus reinsten Kahlbawm-Praparaten hergestellt. 
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salzl6sung mehrmals gewaschen. Um bakterielle Verunreinigungen aus- 
zuschlieBen, ist jede Kulturmasse durch Anlegen entsprechender Kontrollen 
auf Reinheit gepriift worden. 

Zur Untersuchung gelangten Coccaceen, Bacteriaceen, Mycobakterien, 
Actinomyces, Hyphomyceten, Saccharo- und Blastomyceten und aus dem 
Reich der Protozoen ein Flagellat. 

b) Nachweis des Cytochroms und anderer Hamochromogene. Die Kultur- 
massen wurden entweder ohne Zusatz untersucht oder vor der spektro- 
skopischen Untersuchung mit einer schwach alkalischen Hydrosulfitlésung 
reduziert und mit einigen Tropfen Glycerin vermengt. Fiir die Unter- 
suchung des Spektrums fiillten wir die Kulturen in zylindrische Absorptions- 
gefaBe, die wir bei der Untersuchung pathogener Mikroorganismen mit einer 
dicht schlieBenden Schutzhiille umgaben, um die Verschleppung infektiésen 
Materials zu verhindern. 

Die Priparate sind erst spektroskopisch ausgemessen und _hierauf 
spektrographisch aufgenommen worden. Als Spektrograph diente das 
Zeisssche Mikrospektroskop mit Kameraaufsatz. Unmittelbar unter der 
photographischen Platte brachten wir einen Stufengraukeil an, wodurch 
sowohl schwachere als auch intensive Banden zugleich, d. h. ohne Variation 
der Schichtdicke des Praparates aufgenommen werden konnten. Diese 
Anordnung eignet sich besonders gut zur Auflésung der benachbarten 
Cytochrombanden 6b und c. Als Lichtquelle mit kontinuierlichem Spektrum 
diente eine Wolframpunktbogenlampe. Als Bezugsspektrum wurde das 
Quecksilberbogenspektrum koinzidierend mit dem Absorptionsspektrum 
aufgenommen. 

An photographischen Platten benutzten wir Perutz Per Omnia und Silber- 
eosinplatten, Eastman spectroscopic plates Type J-F, Ilford soft gradation 
und special rapid panchromatic plates. Die einzelnen Plattensorten eignen 
sich in besonderer Weise fiir die Aufnahme der einen oder anderen Cyto- 
chrom- bzw. Hamochromogenbande. 

Die Expositionszeit betrug, je nach dem Triibungsgrad des Praparates, 
5 bis 70 Stunden. Vor und nach jeder Aufnahme wurde das Spektrum 
(durch Einschalten des Spektroskopaufsatzes) visuell ausgemessen. Eine 
Verinderung des Spektrums infolge der langen Belichtungsdauer war 
niemals festzustellen. Falls die visuelle Ausmessung mit der photographischen 
nicht iibereinstimmte, wurde die Aufnahme mit anderen Plattensorten 
wiederholt, um die durch Uberlagerung der Empfindlichkeitsminima der 
Platte hervorgerufenen scheinbaren Verschiebungen der Bandenlagen 
zu vermeiden. Wenn dieses Vorgehen nicht zum Ziele fiihrte, ist die visuelle 
Ausmessung verwendet worden. Die relativen Bandenintensitaten haben 
wir nicht ausgewertet, da die objektive Bestimmung der Absorptions- 
intensitét in triiben Medien weder mit dem Graukeil noch mit anderen 
Hilfsmitteln einwandfrei durchgefiihrt werden kann. 

c) Nachweis der Indophenoloxydase. Wir wiesen dieses Ferment mittels 
der Nadireaktion nach. Bei positivem Ausfall der Reaktion ist die Hemmung 
derselben durch 0,01 mol. KCN gepriift und in allen untersuchten Fallen 
als praktisch vollstandig befunden worden. Die Reaktion wurde nach 
Graff (16) in folgender Weise ausgefiihrt : 0,6 g Dimethyl-p-phenylendiamin- 
chlorhydrat wurden in 500 ccm dest. Wasser gelést und 50 cem der Lésung 
mit 50 ccm einer 0,1 %igen Lésung von «-Naphthol (1,0 g «-Naphthol in 
10cem 90°%igem Alkohol gelést und vor Gebrauch 100fach mit dest. 
Wasser verdiinnt) vor Anstellung der Reaktion gemischt. Da die Nadi- 
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reaktion von der Wasserstoffionenkonzentration abhiingt, ist jede Kultur 
bei po 4,6, 5,8, 6,4, 7,2, 8,1 und 9,1 (es wurden Glykokoll-, Phosphat- und 
Acetatpuffer verwendet) untersucht worden. Wir trugen die Kulturmasse 
in ein Gemisch von 4,0 cem der Pufferlésung und 1,0 eem des obigen Reagens 
ein. Die Blaufarbung verglichen wir nach 5 Minuten und nach '/, Stunde 
mit der Blaufaérbung von Blindproben. 

d) Nachweis der Peroxydase. Dieser Nachweis wurde mittels der 
Benzidinprobe! in iiblicher Weise durchgefiihrt. Aeilin (17) machte die 
Beobachtung, da die Peroxydasereaktionen cytochromhaltiger Zellen 
infolge der Gegenwart von Katalase oft negativ ausfallen. In solchen Fallen 
gelingt nach demselben Autor der Nachweis der thermostabilen (Pseudo-) 
Peroxydasen erst dann, wenn die thermolabile Katalase vorerst durch 
Erwarmen zerstért wird. Wir stellten deshalb die Peroxydasereaktion in 
der Regel mit sechs Proben an, die vor der Reaktion 0, 1, 2, 4, 8 und 
15 Minuten lang auf 100° erhitzt worden sind. Bei Anaerobiern fiihrten wir 
die Peroxydasereaktion (sowie auch die iibrigen Reaktionen) aus, nachdem 
die Kulturmasse durch wiederholtes Waschen mit physiologischer Kochsalz- 
l6sung von der reduzierenden Nahrlésung befreit worden war. Kontroll- 
proben mit analog behandelten Aerobiern (Cysteinzusatz und nachheriges 
Auswaschen) fielen positiv aus. 

e) Der Nachweis der Katalase geschah durch volumetrische Bestimmung 
des aus H,O, freigemachten O,. 

f) Nachweis des Hdmatins. Durch Versetzen der Kulturmasse mit 
sechwach alkalischem Hydrosulfit und Pyridin wird Hamatin in Pyridin- 
hamochromogen iibergefiihrt [Aezlin (17)], welches ein charakteristisches 
Absorptionsspektrum aufweist. Neben dem Cytochrom ist Haimatin auf 
diese Weise verhaltnismaBig leicht nachzuweisen, da die Cytochrombanden a 
und 6 bei Gegenwart von Pyridinhimochromogen zu einer starken Bande 
verschmelzen. Es bereitet einige Schwierigkeiten, den Nachweis bei solchen 
Mikroorganismen zu fiihren, die ein drei- oder zweibandiges Hamochromogen 
an Stelle des Cytochroms enthalten. Die Untersuchung des Pyridinhimo- 
chromogenspektrums erfolgte auf dieselbe Weise wie die des Cytochrom- 
spektrums. 

Versuchsergebnisse. 

Die Ergebnisse unserer Versuche sind in der untenstehenden 
Tabelle zusammenfassend dargestellt. Die Starke der Nadireaktion 
(Kolonne 5) ist durch —, +, ++, +++ bezeichnet worden, wobei 
sich die Angaben auf das (in Klammern angegebene) optimale py be- 
ziehen. Die Intensitaét der Peroxydasereaktion (Kolonne 6), der Katalase- 
reaktion (Kolonne 7) und der Hamatinreaktion (Kolonne 8) ist gleich- 
falls durch —, +, ++, +++ bezeichnet worden. Da die Peroxydase- 
reaktion in allen von uns untersuchten Fallen mit der nicht gekochten 
Probe gleich wie mit der gekochten Probe ausfiel, enthalt die Tabelle 
keine Angaben iiber den EinfluB der Kochdauer. 

Die neben den Dehydrasen wichtigsten Atmungskatalysatoren 
Hamochromogen (Cytochrom) und Indophenoloxydase kommen, wie 


1 Die Guajakprobe erscheint nach neueren Ergebnissen [vgl. Thunberg (3) 
S. 263] zum Peroxydasenachweis weniger geeignet. 
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die Tabelle erkennen J4Bt, nicht immer gemeinsam vor. In verschiedenen 
Mikroorganismen, die ein starkes Hamochromogenspektrum zeigen, 
konnte keine Indophenoloxydase nachgewiesen werden, wahrend andere 
Mikroorganismen eine positive Nadireaktion gaben und keine Absorp- 
tionsbanden im sichtbaren Spektrum aufwiesen. Endlich stellten wir 
fest, daB neben den obligaten Anaerobiern auch einige fakultative 
Anaerobier (bei aerober Ziichtung) weder Himochromogen noch Indo- 
phenoloxydase enthalten. 

Von den vier Gruppen von Mikroorganismen, welche auf Grund 
dieses Verhaltens unterschieden werden kénnen, deckt sich die erste 
Gruppe [Hamochromogen (Cytochrom) +, Indophenoloxydase +] mit 
dem normalen Atmungssystem, wahrend die zweite (Hamochromogen +-, 
Indophenoloxydase —) und dritte Gruppe (Himochromogen —, Indo- 
phenoloxydase +-) scheinbar noch nicht beobachtet worden sind. Die 
Mikroorganismen der vierten Gruppe (Hamochromogen —, Indophenol- 
oxydase —) entsprechen, falls ihr Sauerstoffverbrauch merklich ist, 
vielleicht den Fallen c) und d) der Ketlinschen Einteilung (siehe S. 254). 
Im folgenden geben wir eine nahere Darstellung der vier Gruppen. 

Erste Gruppe [Hamochromogen (Cytochrom) -+-, Indophenol- 
oxydase +]. Wir fanden, daB die Vertreter dieser Gruppe mit einer 
gesondert zu besprechenden Ausnahme (Nr. 18) alle vier Banden des 
Cytochromspektrums aufweisen. Die Abweichungen der Bandenlagen 
vom Cytochromspektrum des Bienenmuskels sind nicht sehr erheblich. 
Die Struktur der d-Bande ist nur in vereinzelten Fallen deutlich zu 
erkennen. Da die Mikroorganismen dieser Gruppe z. T. fakultative 
Anaerobier sind, erscheint die Annahme von Yaoi und Tamiya (18) 
widerlegt, nach der die obligaten Aerobier vier und die fakultativen 
Anaerobier weniger Banden aufweisen. 

Alle Vertreter der ersten Gruppe gaben eine stark positive Per- 
oxydasereaktion. Wir erwahnten bereits, daB der Ausfall dieser Reaktion 
von der Erhitzung der Kultur auf Siedetemperatur nicht abhing. Da 
in allen Mikroorganismen der ersten Gruppe Katalase nachgewiesen 
worden ist, scheint Ke#lins Ansicht iiber die Stérung der Benzidin- bzw. 
Guajakreaktion durch Katalase nicht immer zuzutreffen. 

Die Nadireaktion zeigte durchwegs ein Optimum bei pu 7,5 bis 8. 
AuBerhalb dieses Bereichs nahm ihre Intensitét allmahlich ab. Eine 
Ausnahme bildete Bruc. abortus, bei der wir eine sehr starke 
Intensitatsabnahme zwischen py 5 und 6 beobachteten. Der Hama- 
tinnachweis lieferte nicht in allen Fallen ein positives Ergebnis. 

Einige Vertreter der ersten Gruppe sollen wegen ihres aufschluB- 
reichen Verhaltens eingehender besprochen werden. 

Am Beispiel des B. subtilis stellen wir eine interessante Erscheinung 
fest, die im Verlauf dieser Untersuchung auch bei anderen Bakterien 
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beobachtet werden konnte. Das Atmungssystem dieses Mikroorganismus 
erfahrt unter Bedingungen, die sich zur Zeit noch nicht vollstandig 
iiberblicken lassen, weitgehende Verainderungen. An Stelle des von 
Keilin (2) gemessenen vierbandigen Cytochromspektrums, welches wir 
bei einigen 24stiindigen Kulturen von B. subtilis Marburg (Nr. 6) 
gleichfalls beobachten konnten, tritt sehr oft ein dreibandiges Hamo- 
chromogenspektrum auf. Um die Bedingungen festzustellen, unter 
welchen diese Veranderung erfolgt, haben wir unter anderen 18 Stunden, 
48 Stunden und 8 Tage alte Kulturen dreier Stamme von B. subtilis 
[Stamm: Marburg, Hiitten und Michigan (Nr. 18)] untersucht. Die 
Versporung war nach 18 Stunden noch nicht bemerkbar, nach 
48 Stunden noch gering und nach 8 Tagen bereits weit fortgeschritten. 
Diese Kulturen wiesen durchwegs das dreibandige Hamochromogen- 
spektrum auf, so daB der Chergang vom dreibandigen zum vierbandigen 
Spektrum, entgegen unseren Erwartungen, nicht erfaBt werden konnte. 

In den 18 und 48 Stunden alten Kulturen des Stammes Hiitten 
fanden wir eine Bande im Rot, welche in der reduzierten Kulturmasse 
bei 6360 A liegt. Dieselbe ist wahrscheinlich mit der roten Bande 
identisch, die Negelein und Gerischer (19) in Azetobakterzellen nach- 
wiesen und die sie einem eisenhaltigen sauerstoffiibertragenden Ferment 
zuschrieben. Die Intensitét der roten Bande war in den 18 Stunden 
alten Kulturen am gréBten, in den 48stiindigen Kulturen bereits merklich 
schwacher und in den 8 Tage alten Kulturen gleich Null. Parallel zur 
Intensitdtsverminderung dieser Bande nahmen die bei den 18 stiindigen 
Kulturen noch sehr schwachen Hadmochromogenbanden mit steigendem 
Alter der Kulturen stark an Intensitat zu. 

Wir stellten fest, daB die rote Bande verschwindet und daB lang- 
wellig von 6400 A ein bis an das rote Ende des Spektrums reichendes 
kontinuierliches Absorptionsgebiet erscheint, falls man zur Kultur 
0,1 mol. KCN zusetzt. In der reduzierten Kultur — auch in der L8stiin- 
digen — tritt gleichzeitig eine auferordentlich starke Intensitatserhéhung 
der Hamochromogenbanden auf. Es ist auf Grund dieser Beobachtung 
anzunehmen, daB in den alten und jungen Kulturen von Subtilis 
Hiitten Hamiochromogen reichlich vorhanden ist, daB jedoch der 
Ubergang desselben in die reduzierte Form in den jungen Kulturen 
verhindert wird. Wahrscheinlich geht diese durch KCN paralysier- 
bare reduktionshemmende Wirkung vom Trager der roten Bande aus. 
Unsere Annahme wird durch die Beobachtung gestiitzt, daB bei 
steigendem Alter der Kulturen die rote Bande zum Verschwinden 
kommt, wahrend die Intensitat der Haimochromogenbanden gleich- 
zeitig zunimmt. Die verschiedenen Altersstufen der Stamme Marburg 
und Michigan wiesen keine Spur der roten Bande und° keine erheb- 
licheren Intensitétsunterschiede des Hamochromogenspektrums auf. 


Biochemische Zeitschrift Band 274. 18 











262 W. Frei, L. Riedmiiller u. F. Almasy: 


Bei allen drei Stimmen war die Nadireaktion in den 18 stiindigen 
Kulturen negativ, in den 48 stiindigen Kulturen sehr schwach positiv und 
in den Stdgigen Kulturen deutlich, aber nicht stark positiv. Nach 
Zusatz von 0,01 mol. KCN fiel die Nadireaktion auch hier stets 
negativ aus. Der Stamm Hiitten wies in bezug auf die Nadireaktion 
keine Unterschiede gegeniiber den zwei anderen Stémmen auf. Alle 
Kulturen von B. subtilis gaben eine starke positive Peroxydase- 
reaktion und enthielten reichlich Katalase und Hamatin. 

Die Verinderungen des Atmungssystems von B. subtilis hangen 
auf Grund dieser Feststellungen von folgenden Faktoren ab. a) Alter 
und Versporungsgrad. (Intensitétszunahme der Nadireaktion beim 
Altern.) b) Besondere Eigenheiten der Staémme. (Stamm Hiitten: 
Auftreten des Tragers der roten Bande, Verschwinden desselben beim 
Altern und damit einhergehend Zunahme des reduzierten Hamo- 
chromogens. c) Bisher noch nicht erkannte Faktoren. (Auftreten des 
Cytochroms an Stelle des dreibandigen Hamochromogens.) 

Der Umstand, daB die I8stiindigen Kulturen der drei Staémme 
von B. subtilis eine negative Nadireaktion ergaben, zeigt, daB die 
das dreibandige Himochromogen enthaltenden jungen Kulturen auch 
ohne Indophenoloxydase lebensfahig sind. Die erst mit wachsendem 
Alter einsetzende Bildung dieses Ferments zielt wohl auf eine weitere 
Veranderung des Atmungssystems hin, die ihren AbschluB in der 
Ausbildung des normalen, Cytochrom und Indophenoloxydase ent- 
haltenden Systems findet. Dieses konnte in manchen Kulturen von 
B. subtilis (Nr. 6) auch nachgewiesen werden. Es ist zu hoffen, daB 
die Bedingungen, unter welchen die Umwandlung des dreibandigen 

Haimochromogens in Cytochrom erfolgt, bei weiterer Bearbeitung der 
Frage zu erkennen scin werden. 

Bei B. tuberculosis lieBen sich ebenfalls bedeutende Variationen 
des Atmungssystems feststellen. Einige Kulturen vom Typus humanus 
(Nr. 2) wiesen das vierbandige Cytochromspektrum auf und gaben 
zugleich eine positive Nadireaktion, so daB sie als Vertreter der ersten 
Gruppe anzusehen sind. AuBerdem kamen Kulturen vom Typus 
gallinaceus und Typus bovinus (Nr. 11) zur Untersuchung!, die das 
dreibandige Hamochromogenspektrum sowie eine negative Nadi- 
reaktion zeigten und infolgedessen zur zweiten Gruppe gehéren. SchlieB- 
lich haben wir weitere Stamme vom Typus humanus (Nr. 24) unter- 
sucht, die iiberhaupt keine Banden (weder unbehandelt, noch bei 
Zusatz von Hydrosulfitlésung) zeigten, eine negative Nadireaktion 


1 Diese bezogen wir von Herrn Dr. Stefan der I. G. Farbenwerke, 
Laboratorium, Héchst a. M., wofiir wir ihm auch an dieser Stelle ver- 


bindlichst danken. 
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gaben und demnach Vertreter der vierten Gruppe sind. Die Bedingungen, 
unter welchen bei B. tuberculosis das eine oder das andere Atmungs- 
system zur Entwicklung gelangt, sollen noch eingehender untersucht 
werden. Achorion Quinckeanum und Schénleinii treten gleichfalls in der 
ersten (Nr. 9), dritten (Nr. 21) und vierten Gruppe (Nr. 30) auf. 

Zweite Gruppe (Himochromogen -+-, Indophenoloxydase —). Wie 
die Tabelle erkennen ]aBt, weisen die Vertreter dieser Gruppe bis auf 
Staphylococcus citreus ein dreibandiges oder zweibandiges Hamo- 
chromogenspektrum auf. Die Lagen der Banden stimmen ungefahr mit 
den Lagen der Cytochrombanden a, 6, und d tiberein. Die Cytochrom- 
bande ¢ kommt demnach in den Spektren der Mikroorganismen dieser 
Gruppe nicht vor, wenn man von Staph. citreus (Nr. 10) absieht, 
dessen abweichendes Verhalten durch folgende Beobachtungen als 
spezieller Fall zu erkennen war. 

Bei der Anstellung der Nadireaktion mit Staph. citreus fiel uns auf, 
daB die Blaufairbung des Nadireagens, die bei negativem Ausfall der 
Reaktion infolge Autoxydation in einigen Stunden einzutreten pflegt, 
vollstaéndig ausblieb. Wir vermuteten die Anwesenheit von Substanzen, 
die die Oxydation des Reagens zu hemmen vermégen. Um diese An- 
nahme zu priifen, stellten wir die Nadireaktion mit einigen Vertretern 
der ersten Gruppe (z. B. B. pyocyaneus) an, wobei in das Reagensglas 
zugleich eine kleine Menge von Staph. citreus eingebracht wurde. Die 
Pyocyaneuskultur farbte sich bald blau, wahrend die Staphylococcus- 
kultur und die Lésung gelblich blieben. Die Blaufirbung der Pyo- 
cyaneuskultur nahm indessen schnell wieder ab und war nach etwa 
10 Minuten vollstandig verschwunden. Stellt man die Reaktion mit 
reinem Pyocyaneus an, dann bleibt die Blaufarbung langer als 6 Stunden 
erhalten. In Staphylococcus citreus hat man demnach Substanzen 
anzunehmen, welche die Indophenolblaubildung verhindern — bzw. 
Indophenolblau entfirben und die infolgedessen die Nadireaktion 
stéren. Der Ausnahmefall dieses Mikroorganismus mit vierbandigem 
Cytochromspektrum und negativer Nadireaktion ist daher so aufzu- 
fassen, daB die Nadireaktion in diesem Falle zur Feststellung der Indo- 
phenoloxydase nicht geeignet ist. Es sei bemerkt, daB die iibrigen 
Vertreter der zweiten und vierten Gruppe die Nadireaktion der Mikro- 
organismen der ersten Gruppe nicht verhindern. Ebenso konnten wir 
uns iiberzeugen, daB die negative Nadireaktion in der zweiten und 
vierten Gruppe auch bei feinem Zerreiben der Kulturen erhalten bleibt 
und somit nicht durch erschwerte Diffusion in das Zellinnere bedingt 
sein kann. 

Die Beobachtung, da die Cytochrombande c bei den Vertretern 
der zweiten Gruppe fehlt, scheint eine gewisse Klarung der Frage nach 
der spezifischen Einstellung des Cytochroms zur Indophenoloxydase 

18* 
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zu erlauben. Ketlin (2) konnte nachweisen, daB das Cytochromspektrum 
durch die Superposition der Spektren dreier himochromogenartiger 
Substanzen, der Cytochromkomponenten @ (Spektrum: Bande a und 
Teilbande x), 6 (Spektrum: Bande 6 und Teilbande y) und ¢ (Spektrum: 
Bande ¢ und Teilbande z) entsteht!. Die Komponente ¢ wurde von 
Keilin (20) isoliert und ihre Funktion im Modellsystem: Cystein —Cyto- 
chrom ¢—Indophenoloxydase (aus Herzmuskel)— Luftsauerstoff unter- 
sucht. Es zeigte sich, daB die Oxydation des Cysteins zu Cystin bei 
Gegenwart von Cytochrom ¢ allein, oder von Indophenoloxydase allein, 
nur gering ist, daB sie aber bei Gegenwart von Cytochrom ¢ und Indo- 
phenoloxydase sehr bedeutend wird. Die O,-Aufnahme des vollstandigen 
Systems entspricht (bei Bezug auf die Oxydasemenge, die aus 1 g Herz- 
muskel erhalten wird) gr6Benordnungsmabig derjenigen von Herzmuskel. 

Unsere Beobachtung, daB8 das Vorkommen von Cytochrom c¢ 
regelmaBig an das Vorhandensein der Indophenoloxydase gebunden ist, 
das Vorkommen der Cytochromkomponenten a und 6 hingegen nicht, 
fiihrt zur Annahme, daB die zwei letzteren Hamochromogene ver- 
mittelst anderer Oxydasen dehydriert werden. 

Wir fanden, daB das Hamochromogenspektrum der Mikroorganis- 
men der zweiten Gruppe beim Schiitteln der Kultur mit Luft nicht zum 
Verschwinden kommt, falls man die Kultur mit 0,01 mol. KCN versetzt. 
Beim Schiitteln von KCN-freien Kulturen mit Luft wird das Hiamo- 
chromogen nahezu vollstandig oxydiert, da an Stelle seines Spektrums 
ein kaum sichtbares Parahimatinspektrum auftritt. Dieses Verhalten 
lift es als méglich erscheinen, dap die Oxydation des Hamochromogens 
der Mikroorganismen der zweiten Gruppe unter Mitwirkung einer oder 
mehrerer Oxydasen erfolgt, die gleich der Indophenoloxydase und gleich 
dem ersten Warburgschen Atmungsferment KC N-empfindlich sind: das 
letztere Ferment wird daher als Oxydase der Hamochromogene 
(Cytochromkomponenten) a und 6 in Betracht zu ziehen sein. 

Die Peroxydase- und die Katalasereaktion waren bei den Ver- 
tretern der zweiten Gruppe durchwegs positiv, aber in manchen Fallen 
nur schwach. Der Hiamatinnachweis lieferte in dieser Gruppe nicht 
immer ein positives Ergebnis. 

Um den EinfluB8 des Nahrstoff- und Sauerstoffmangels auf die 
Hamochromogenbildung eines fakultativen Anaerobiers zu_ priifen, 
untersuchten wir das Verhalten von B. coli (Nr. 12) unter verschiedenen 
Ziichtungsbedingungen. Es wurde eine gréBere Anzahl von Platten- 
kulturen unter aeroben und anaeroben Bedingungen (N,-Atmosphare, 


' Auf feinere Unterschiede der Lage und Intensitaét der Banden, wie 
sie von H. Tamiya u. S. Yamagutchi (24) sowie von A. Fujita u. T. Ko- 
dama (25) diskutiert werden, gehen wir in dieser Arbeit nicht ein. 
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Pyrogalloleinsatz) angelegt, wobei 2°, Agar als Nahrmedium diente. 
Bei strenger Anaerobiose nahm das Wachstum stark ab. In aeroben 
fliissigen Kulturen variierten wir das Nahrmedium in verschieden- 
artiger Weise, wobei unter extremen Bedingungen (Ziichtung in Lésungen, 
die Stickstoff und Eisen héchstens in Spuren enthielten) von der 14. bis 
17. Passage an nur noch geringe Kulturmengen erhalten werden konnten. 
In allen Fallen und insbesondere auch bei streng anaerober Ziichtung 
wies das Spektrum von B. coli seine bekannten zwei Himochromogen- 
banden auf, solange noch die fiir die spektroskopische Untersuchung 
notwendige Kulturmenge herangeziichtet werden konnte. Es ist dem- 
nach anzunehmen, da die Hamochromogenbildung von B. coli durch 
die genannten Faktoren nicht beeinfluBt wird. 

Dritte Gruppe (Himochromogen —, Indophenoloxydase +). Die 
Tabelle 1iBt erkennen, daB wir bei einigen Mikroorganismen bei Ab- 
wesenheit von Hamochromogenen eine positive Nadireaktion erhielten. 
Die reduzierten Kulturen dieser Bakterien wiesen, wie wir mit Sicher- 
heit feststellen konnten, keine Banden im sichtbaren Spektrum auf 
und gaben mit Pyridin eine negative Himatinreaktion. 

Achorion Quinckeanum und Schénleinii, B. (Nr. 21), Erysipelatos 
suis (Nr. 19) und Trichophyton gypseum (Nr. 22) treten gelegentlich 
auch in der dritten Gruppe auf. Diese Mikroorganismen sind noch nicht 
eingehend genug untersucht worden, um die Bedingungen erkennen zu 
lassen, unter welchen sie in der einen oder der anderen Gruppe vor- 
kommen. 

Der Nachweis von Mikroorganismen, die bei positiver Nadireaktion 
weder Cytochrom noch andere Himochromogene enthalten, ist von 
groBem Interesse. Soweit die Nadireaktion und ihre Hemmung durch 
KCN als spezifisch gelten kénnen, scheint es sich hier tatsachlich 
um einen Gehalt an Indophenoloxydase zu handeln, obgleich deren 
Funktion bei Abwesenheit von Hamochromogenen nicht zu erkennen 
ist. Wir hoffen, da8 Untersuchungen iiber die Atmungshemmung durch 
CO und iiber deren Beeinflussung durch Licht, welche wir zur Zeit 
durchfiihren, eine weitere Aufklarung des Atmungssystems der Vertreter 
dieser Gruppe erméglichen werden. 

Vierte Gruppe (Hamochromogen —, Indophenoloxydase —). Neben 
den obligaten Anaerobiern (Nr. 35 bis 41) kommen auch verschiedene 
aerob geziichtete fakultative Anaerobier (Nr. 24 bis 34) in’ dieser 
Gruppe vor. 


Wir weisen zum SchluB darauf hin, daB unsere Untersuchung 
iiber die Atmungskatalysatoren der aeroben, fakultativ anaeroben 
und obligat anaeroben Mikroorganismen aus methodischen Griinden 
nur orientierende Ergebnisse liefern konnte. Dieselben lassen unter 
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anderem erkennen, daB innerhalb der mannigfaltigen Entwicklungs- 
méglichkeiten, die die Atmungssysteme der Mikroorganismen auf- 
weisen, in verschiedenen Fallen eine Tendenz zur Ausbildung des 
,normalen Atmungssystems* hervortritt. Bei vielen aerob existierenden 
Mikroorganismen kommt es indessen nicht bis zur Synthese aller 
Katalysatoren des normalen Systems und es ergibt sich die Frage, ob 
in diesen Bakterien alle vorhandenen Katalysatoren an der Zell- 
atmung beteiligt sind, oder ob ein Teil der Katalysatoren hier in 
Vorbereitung des normalen Systems synthetisiert wird und funktionell 
noch nicht von Bedeutung ist (z. B. die Indophenoloxydase bei den 
Mikroorganismen der dritten Gruppe)?. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde das Vorkommen der Atmungskatalysatoren: Cyto- 
chrom, Haimochremogen, Indophenoloxydase, Peroxydase und Katalase 
bei einer Reihe von obligat aeroben, fakultativ anaeroben und obligat 
anaeroben Mikroorganismen untersucht. AuBerdem wurde der Hamatin- 
nachweis durchgefiihrt. 

2. Cytochrom (Vierbandenspektrum) konnte nur bei solchen 
Mikroorganismen nachgewiesen werden, die zugleich Indophenol- 
oxydase enthalten. (Ausnahme: Staphylococcus pyogenes’ citreus, 
siehe S. 263). 

3. In Mikroorganismen, die Hamochromogen (Drei- bzw. Zwei- 
bandenspektrum) enthalten, konnte in der Regel keine Indophenol- 
oxydase nachgewiesen werden. 

4. Einige fakultative Anaerobier gaben eine positive Indophenol- 
oxydasereaktion, ohne Cytochrom oder andere Hamochromogene zu 
enthal]ten. 

5. Neben den obligaten Anaerobiern wurden auch einige fakultative 
Anaerobier festgestellt, die weder Hamochromogene noch Indophenol- 
oxydase enthalten. 

6. Nach dem Vorkommen der Hamochromogene und der Indo- 
phenoloxydase werden folgende vier Gruppen von Mikroorganismen 
unterschieden : 

I. Gruppe, Haimochromogene (Cytochrom) und _ Indophenol- 
oxydase ; 

II. Gruppe, Hamochromogene, keine Indophenoloxydase ; 

III. Gruppe, Indophenoloxydase, keine Hamochromogene ; 

IV. Gruppe, keine Hamochromogene, keine Indophenoloxydase. 


' Vgl. W. Frei, Atmungssysteme d. Bakt. Centralbl. f. Bakt. I, Orig. 
1934, im Druck. 
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7. Verschiedene Mikroorganismen wiesen im Laufe des Alterns 
oder unter dem Einflu8 unbekannter Bedingungen Ubergiinge von der 
einen in die andere Gruppe auf. 

8. Die Mikroorganismen der ersten, zweiten und dritten Gruppe 
enthielten immer die fakultativen Anaerobier der vierten Gruppe, in 
der Regel Peroxydase und Katalase. 

9. Nicht alle aerob geziichteten Mikroorganismen scheinen nach- 
weisbare Mengen von Hamatin zu enthalten. 

10. AuBer den genannten Atmungskatalysatoren wurden in speziellen 
Fallen Pigmente nachgewiesen, die wahrscheinlich an der Atmung 
beteiligt sind. 


Der experimentelle Teil dieser Untersuchung ist in den Jahren 1931 
bis 1934 durchgefiihrt worden. Dem Herrn Prof. Dr. A. Krupski sind 
wir fiir Uberlassung optischer Apparate zu Dank verpflichtet. 
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XXI(2). Mitteilung: 
Glykogenie und Glykolyse in der Leber und im Muskel dureh Gallensiure 
und Adenylpyrophosphorsiure, 


Von 
Kaichiro Watanabe. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Eingegangen am 29. August 1934.) 


In der vorigen Mitteilung! habe ich berichtet, daB die férdernde 
Wirkung der Cholséure auf die Bildung von Glykogen in der Leber 
durch Adenylsaure gesteigert, beim Muskel dagegen herabgesetzt wird. 
Dabei habe ich weiter behauptet, daB im Muskel die mit Cholséure 
zugefiihrte Adenylsiure in Adenylpyrophosphorséure umgewandelt 
wird, welche die Glykogenolyse und Glykolyse im Sinne von Lohmann? 
fordert, welche beide im Muskel nach Teraoka? durch Cholséure ge- 
hemmt werden. Es ist wohl auf Grund der Tatsache, daB die Synthese 
von Hexosephosphorséure im Muskel nach Uraki4 durch Cholsdiure 
gefordert, und daB nach Vanaka® die Nucleinspaltung im Hoden 
(Stierhoden) durch Cholséure gesteigert wird, nicht ausgeschlossen, 
dafs die Adenylséure im Muskel unter Phosphorylierung in Adenylpyro- 
phosphorséure umgewandelt wird. In dem erwahnten Sinne habe ich 
die Glykogen- und Milchséurebildung in der Leber und im Muskel 
bei Zufuhr von Adenylpyrophosphorséiure ohne oder mit Cholséure 
untersucht, um den Mechanismus der die Glykogenie der Leber und 
des Muskels férdernden Wirkung der Gallenséiure klarzustellen, die den 
Nucleinstoffwechsel im Organismus férdert. 


Experimenteller Teil. 


Die Adenylpyrophosphorsiure wurde nach Lohmann® als Bariumsalz 
aus Kaninchenmuskel isoliert und als wisserige Natriumsalzlésung zum 
Versuch verwendet. Die wenigstens 1 Woche lang mit Okara (aus Soja- 
bohnen) gefiitterten Kaninchen wurden in drei Gruppen geteilt und 4 Tage 
lang hungern gelassen. Die eine Gruppe wurde mit 10 cem einer 30 %igen 
Glucoselésung und mit 10 cem einer 3° igen Natriumcholatlésung pro Kilo- 
gramm peroral gefiittert, der zweiten wurde | Stunde nach der peroralen 
Zufuhr der Glucose- sowie Natriumcholatlésung 0,2 g Adenylpyrophosphor- 


' K. Watanabe, diese Zeitschr. 255, 155, 1932. — 2 Ebenda 241, 50 
u. 67, 1931; 287, 445, 1931. 3 Ebenda 249, 95, 1932. 1 J. of Biochem. 
14, 128, 1931. 5 Ebenda 17, 111, 1933. — ® Diese Zeitschr. 238, 460, 


1931. 
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siure pro Kilogramm als wisserige Natriumsalzlé6sung subeutan verab- 
reicht. Der dritten Gruppe wurde 1 Stunde nach der Verabreichung der- 
selben Menge Glucoselésung allein 0,2 g Adenylpyrophosphorséure pro 
Kilogramm in gleicher Weise subcutan gegeben. 

Der anderen ersten Gruppe von Kaninchen wurden 1 Stunde nach 
der subcutanen Zufuhr von 3cem einer 1 °igen Natriumcholatlésung pro 
Kilogramm 10 cem einer 30% igen Glucoselésung pro Kilogramm intravendés 
verabreicht und der anderen zweiten Gruppe auBerdem 0,2 g Adenylpyro- 
phosphorsaéure pro Kilogramm als wiasserige Natriumsalzlésung mit Cholat- 
lésung gleichzeitig subcutan gegeben. Der anderen dritten Gruppe wurde 
1 Stunde nach der Zufuhr von Cholat!lésung allein die Glucoselésung intra- 
venés zugefiihrt. 

Die Kaninchen aller dieser Gruppen wurden 4 Stunden nach der 
Verabreichung der Glucose durch Nackenschlag und Verblutung getétet. 
Die Lebern und Muskeln wurden schnell herauspripariert und das Material 
nach Iwasaki und Moori' hydrolysiert. Aus dem erhaltenen Zucker wurde 
das Glykogen nach Bertrand berechnet. 

Der Milchsaiuregehalt der Leber und des Muskels wurde nach Hirsch- 
Kauffmann? bestimmt. Fiir die Glykogenbestimmung wurden je 20 ¢ 
Muskel des Oberschenkels und Riickens, und fiir die Milchséurebestimmung 
je 5g davon verwendet. Bei der Leber wurde fiir beide Bestimmungen 
je 10g Leberbrei verwendet. 


Die Resultate sind in den Tabellen I bis VI zusammengestellt. 


1. Versuch bei peroraler Zufuhr von Glucose und Cholsdéure und bei subcutaner 
Zufuhr von Adenylpyrophosphorsdure. 

Aus den Tabellen I bis III ist ersichtlich, daB der Glykogengehalt 
der Leber bei Zufuhr von Cholséure durchschnittlich 2.11°, und bei 
Zufuhr von Adenylpyrophosphorsaure 1,67 °% betragt, wahrend er bei 
Zufuhr von Cholséure mit Adenylpyrophosphorséure durchschnittlich 
mit 1,98°, angegeben wird. 


Tabelle I. Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholsaure. 





Hunger sala pro 
Datum || “ange — —_—— Leber =, S@N sciasDicoadad 
in Tagen vordem | nach dem in Leber Bemerkungen 
1933 Hungern Hungern g 5 
13. IV. 4 3300 1850 43.0 2.1689 
15. IV. 4 9400 1900 36.1 1.9960 - a 
7 r » Qec QO ~ yee 30° ,ige Giucose- 
17.1V.|| 4 2210 | 1800 | 882 | 2,5106 | | ieee ee eee a lee 
17. 1V. 4 2390 1970 39,7 1,9943 Cholatlisung pro kg 
19. IV. 4 2350 1980 82.6 1,9173 
24. 1V. 4 2200 1750 42.2 2.9783 
Durchschnittswert: | 2,1108 
1 Praxisd. Physiol. Chem. Kursus, II. Aufl., 1926, 5. 334. 2 H. Hirsch- 


Kauffmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1928. 
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Tabelle II. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholsiure mit Adenylpyro- 
phosphorsaure. 





Kirpergewicht Glykogen- 

‘ Hunger , rehalt 
Datum || in Tagen | vor dom | nachdem | °°" | im Leber || © Bemerkungen 

1933 Hungern  Hungern gz 99 
21. 1V. 4 2500 2200 33,3 | 2,3073 
21.1V 4 2300 1900 36,1 1,9173 ieeets 80 joige Sepene- 
21. 1V 4 2350 | 1950 | 40,8 | 2,0788 | | cpoitfecane und pa, 
24. 1 4 9000 | 1650 | 45,1 | 1,9694 || ( Adenylpyrophospher-~ 
24. 1V 4 2150 | 1670 35,1 | 1,7750 siture pro kg 
24. IV 4 2300 | 1700 42,5 | 1,8620 


Durchschnittswert: | 1,9848 


Tabelle III. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Adenylpyrophosphorsaure. 





Glykogen- 


" Munger Kirpergewicht aol gehalt 

“a «eel ain lake | !lUCU| Bemerkungen 

1933 Hungern Hungern g Oly 
13. IV. 4 2210 1880 38.3 1,6227 | 
17. IV. 4 2100 1750 87,7 1,9759 eile ati Miles iiialiien. 
17.1V.| 4 2000 | 1760 || 29:1 | 1,6582 || \tosung und02¢ Adenyl- 
19. IV. 4 2400 2100 41,2 1,4873 pyrophosphorsaure 
19. IV. 4 2300 1950 39.5 1.8607 | pro kg 
21. IV. 4 2450 2010 40,1 1,4393 


Durchschnittswert: 1,6740 


Die Glykogenie der Leber wird also, wie bekannt, durch Cholséure 
geférdert, aber durch Adenylpyrophosphorsaure herabgesetzt, und die 
die Glykogenie der Leber férdernde Wirkung der Cholséure wird durch 
Adenylpyrophosphorséure vermindert, wie in der vorigen Mitteilung 
(I. c.) schon erwahnt wurde. 


2. Versuch bei parenteraler Zufuhr von Glucose, Cholsdure und Adenylpyro- 
phosphorsdure. 


Nach den Tabellen IV bis VI ist der Glykogengehalt der Leber bei 
Zufuhr von Cholséure durchschnittlich 3,10°% und bei Zufuhr von 
Adenylpyrophosphorséure 1,452°, wahrend er bei Zufuhr von Chol- 
siure mit Adenylpyrophosphorsaure durchschnittlich 2,229% betragt. 
Hier wird ebenfalls die Glykogenie der Leber durch Adenylpyrophosphor- 
siure herabgesetzt, indem die die Glykogenie der Leber férdernde 
Wirkung der Cholséure dadurch herabgesetzt wird, als ob die Adenyl- 
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Tabelle IV. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholsaéure. 





Datum 


1933 


BROOD AM 
“<<-=<-=- 
ent eel paleak ent n 


noe 
oe 


Kérpergewicht Leber 

vor nach 1 

ids Gly- Milch- 
ea — g kogen saure 
gern gern 9/9 0/, 
2000 1650 33,6 3.2420  0,0960 
1900 , 1500 41,0 4,3103 | 0,0941 
2070 | 1700 42,1 1,3943 | 0,0941 
2150 | 1700 35,5 2,5299 0,1253 
2380 2120 37,6 4,7787  0,0944 
1950 1600 41.2 2.4755 0,0694 
Durchschnittswert: | 38,1068 | 0,0956 








Muskel 
Gly- Milch- Bemerkungen 
kogen siure 
0 0 0/9 


0.0364 0,1583 | 
0,0743 00,1708 ; ; 

? ’ 10cem 30° sige 
0,0364 oe Giessoatteden und 
0,0743 


latlisung pro kg 


0.2542 3ecem 1°/ ige Cho- 
0.1175 0,2119 | 


0,0743 0,1688 


0,0689 | 0,1928 


Tabelle V. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Cholsiure mit Adenylpyro- 


phosphorsaure. 





Datum 


1933 








Koérpergewicht Leber 

vor nach Gly: Mileh- 
—_ =_ g hegen suure 
gern gern 0'5 Oj, 
2200 =1890 | 39,1 | 3,9822 0,1169 
2570 =2010 | 32,4 | 15554 0,1367 
2100 1700 | 40,2 2.4127 0,0746 
2200 | 1650 | 38,7 0,9204 | 0,0910 
2200 1800 41,3 2,38022 0,1118 
2100 1700 38,9 2,2019 0,0988 
Durchschnittswert : | 2,2291 0,1048 


Muskel 
Gly- | Mileh- Bemerkungen 
kogen siure 
0), 0 


0 


10cem 30°) pige 
Glucoselésung und 
3cem 1°, 9ige Cho- 


0,0364 0,2588 


0,0364 0.2682 
0,1175 0,1767 | 


0,0746 | 0,1729 latlésung mit 0,2¢ 
FAR 9228 Adenylpyrophos- 
shy 0,2369 | phersture see kg 
’ ) nail 


0,0626 0,2217 


Tabelle VI. 


Versuch bei Zufuhr von Glucose und Adenylpyrophosphorsaure. 





Datum 


1933 


~ 
i] 


PESOS SS 
ies Seek ie ml id aad 


oo--— 
“Ascii 





Koérgergewicht Leber 
vor nach . | ‘ 
Gly- Milch- 
fom | emg kogen | shure 
gern gern % | /5 
1960 1610 39,8 | 2.3425 0.1079 
2100 | 1700 | 40,3 | 1.4289 0,1559 
2900 = =1700 | 38,1 | 0,93846 | 0,1318 
2200 1850 36.8 2.4755 | 0,1085 
2100 1670 42.6 1,343 | 0,1589 
2000 1650 | 44,1 | 1,4289 | 0.1646 


Durchsechnittswert: | 1.4524 0.1348 


Muskel 
Gly- Milch- Bemerkungen 
kogen siure 
0 0 
0 


0 


0,0000 | 0.2363 
0,0746 | 0.2438 


10 eem 30° sige Glu- 





0.0364 coselisung und 0,2¢ 
0.0364 | 0.1838 Adenylpyrophos- 
0.0364 0.2344 | phorséure pro kg 
0.0364 0,2478 


0,9367  0,2292 
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pyrophosphorsaure auf die Glykogenolyse in der Leber fordernd wirken 
kénnte. Cholséure und Adenylpyrophosphorsiure wirken also anta- 
gonistisch, soweit es die Glykogenie in der Leber betrifft. 

Der Milchsiuregehalt der Leber betragt bei Zufuhr von Cholsadure 
durchschnittlich 0,0956 °,, bei einer solechen von Adenylpyrophosphor- 
siure 0.1348 °,, und bei der von Cholséure mit Adenylpyrophosphorsiure 
0,1048 °,, 

Die Milchséurebildung in der Leber wird nach Teraoka (1. ¢.) durch 
Cholsiure gehemmt, wahrend sie durch Adenylpyrophosphorséure 
geférdert wird, wie aus den obengenannten Daten hervorgeht. Diese 
die Milchsiurebildung der Leber férdernde Wirkung der Adenylpyro- 
phosphorséure wird also durch Cholséure herabgesetzt. 

Die Adenylpyrophosphorsiure wirkt also auf die Glykogenolyse 
und die Milchséurebildung in der Leber férdernd ein, wahrend die 
Cholsiure auf die Glykogenolyse und die Milchséiurebildung im Sinne 
der Glykogenie hemmend einwirkt. 

Was die Glykogenbildung und die Milchséurebildung im Muskel 
betrifft, so belief sich der Glykogengehalt bei Zufuhr von Cholsdure 
durchschnittlich auf 0,0689°, bei einer solchen von Cholséiure mit 
Adenylpyrophosphorsaure auf 0,0626°, und bei der von Adenylpyro- 
phosphorsdéure auf 0,0367°%, wie sich aus den Tabellen IV bis VI er- 
sehen laBt. 

Der Milchséuregehalt des Muskels betragt bei Zufuhr von Chol- 
siure 0,1928 %, bei einer solchen von Cholséure mit Adenylpyrophosphor- 
siure 0,2217 % und bei der von Adenylpyrophosphorsaure allein 0,2292 %. 

Auch im Muskel wirken bei der Glykogenie und bei der Milch- 
siurebildung Cholsiure und Adenylpyrophosphorsaure antagonistisch, 
indem die Adenylpyrophosphorséure auf die Glykogenolyse und auf 
die Milchsaéurebildung férdernd einwirkt, waihrend die Cholsdiure auf 
diese im Sinne der Glykogenie hemmend einwirkt. Die Adenylpyro- 
phosphorséure scheint also sowohl in der Leber als auch im Muskel 
fiir eine Férderung der Glykogenolyse und Glykolyse zu arbeiten, da 
sie gegen die Cholséiure im Sinne der Glykogenie aus Glucose und 
Milchsiure antagonistisch wirken kann. Sowohl die Adenylsdure als 
auch die Adenylpyrophosphorséure wirken im Muskel auf die Glykogenie 
unter vermehrter Milchséiurebildung hemmend, wahrend in der Leber 
die Adenylsiure die Glykogenie férdert, die Adenylpyrophosphorsaure 
diese dagegen herabsetzte, da die Adenylsiure in der Leber mit Cholsaure 
in Glykogenie synergistisch, aber im Muskel antagonistisch wirkt, 
wahrend die Adenylpyrophosphorsaéure sowohl in der Leber als auch im 
Muskel in der Glykogenie antagonistisch wirkt. Auf Grund der Daten 
méchte ich annehmen, da die Adenylsiure im Muskel leichter in Adenyl- 
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pyrophosphorsaure umgewandelt wird als in der Leber, und dab die 
erstere durch die Wirkung der Cholséiure aus dem Zellkern frei werden 
diirfte. 

Zusammenfassung. 

1. Die Glykogenie aus Glucose in der Leber und die férdernde 
Wirkung der Cholsaiure auf die Glykogenie sowohl in der Leber als auch 
im Muskel von Kaninchen werden durch Zufuhr von Adenylpyro- 
phosphorséure aus Kaninchenmuskel herabgesetzt. 

2. Die Milchséurebildung in der Leber sowie im Muskel bei Zufuhr 
von Cholsaure wird durch gleichzeitige Zufuhr von Adenylpyrophosphor- 
siure gesteigert und durch Zufuhr von Adenylpyrophosphorsaure allein 
weiter erhoht. 

Die Wirkung der Cholséure und die der Adenylpyrophosphorsaure 
stehen bei der Glykogenie und der Milchsdurebildung in der Leber 
sowie im Muskel in gerade umgekehrtem Verhaltnis, indem sie beide 
in der Glykogenie antagonistisch wirken. 





Wirkung von Trypsin und Amylokinase 
auf die Menge der Amylase verschiedener Getreidearten. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Jozef Janicki. 
[Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan, (Posen). | 


(Eingegangen am 2. Oktober 1934.) 


Unsere Untersuchungen iiber den EinfluB von Trypsin auf die 
amylolytische Kraft der Gerste zeigten, daB durch dessen Wirkung die 
Menge der aktiven Amylase vergréBert wird und besonders, was hervor- 
zuheben ist, die dextrinierende Funktion!. Weiter konnten wir fest- 
stellen, daB die Vermehrung der amylolytischen Krafte der Gerste zwei 
Ursachen hat, nimlich die Vergré6Berung der verzuckernden Kraft der 
Amylase der Gerste wird durch die proteolytische Wirkung von Trypsin 
hervorgerufen und die der dextrinierenden Kraft durch eine in Trypsin- 
praparaten vorkommende Kinase der Amylase. In unseren Unter- 
suchungen tiber den Einflu8 von Papain auf die amylolytische Kraft 
verschiedener Getreidearten haben wir feststellen kénnen, daB dessen 
Wirkung von der Art des Getreides abhangig ist®. Diejenigen Getreide- 
arten, welche von vornherein verhaltnismaBig groBe Amylasemengen 
aufweisen, zeigen auch bei Papainwirkung eine bedeutende Steigerung 
der Menge aktiver Amylase, bei anderen Getreidearten war der positive 
KinfluB von Papain unbedeutend, und bei der Hirse konnte sogar ein 
Riickgang der amylolytischen Kraft bei Papainwirkung beobachtet 
werden. Als Ursache der Freilegung verschiedener Mengen von Amylase 
nahmen wir damals an, daB das die Ainylase bindende EiweiB in den 
verschiedenen Getreidearten eine ungleiche Resistenz gegen Papain- 
wirkung aufweist. Wenn unsere Folgerungen richtig waren, und wie 
weiter angenommen wird, die Amylase in allen Getreidearten schon 
vorgebildet ware, dann sollte bei Einwirkung eines anderen starken 
proteolytischen Enzyms, des Trypsins, eine VergréBerung der Menge 
aktiver Amylase auch bei denjenigen Getreidearten hervorgerufen 
werden kénnen, bei welchen Papain fast ohne jeglichen EinfluB ge- 
blieben ist. Aus diesem Grunde, und auch um nachzuprifen, ob unsere 
Kinase auBer der Gerstenamylase auch die Amylase anderer Getreide- 
arten beeinflussen kann, hielten wir es fiir angebracht, die Wirkung 
von Trypsin auf die Amylasemenge verschiedener Getreidearten zu 


priifen. 


17. Chrzaszcz u. J. Janicki, Biochem. J. 28, im Druck, 1934. — 
2 Dieselben, diese Zeitschr. 272, 402, 1934. 
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Experimenteller Teil. 


Zur Untersuchung dienten folgende Getreidearten: Weizen, Roggen, 
Hafer, Buchweizen, Mais und Hirse, weiter Trypsin, Papain und Amylum 
solubile Erg. B. 5 (Merck). Die Methodik vorliegender Untersuchungen 
war dieselbe wie bei der Feststellung des Einflusses von Trypsin auf 
Gerste!, 

Herstellung der Ausziige. 

Wasserige Ausztige: 25 g des gemahlenen Getreides + 150 cem H,O +- 4 cem 
Toluol. 

Auszug mit Trypsin nativ: 25 g Getreide + 150cem H,O + 0,8 g Trypsin 
nativ +- 4cem Toluol. 

Auszug mit amylasefreiem Trypsin: 0,8 g Trypsin + 150 cem H,O + 4 cem 
Toluol; 1 Stunde bei 40°C, dann 25 g des gemahlenen Getreides. 

Auszug mit Papain: 25 g des gemahlenen Getreides + 150cem H,O + 3g 
Papain + Toluol. 

Auszug mit inaktivem Trypsin bzw. Papain: 0,8 g Trypsin bzw. 3 g Papain 
+ 150cem H,O 3 Minuten gekocht, abgekiihlt auf 20°C, dann 25 g des 
gemahlenen Getreides. 

Nach Abfiltrieren wurde die amylolytische Kraft bestimmt. 
Verzuckernde Kraft: 50cem 2,5°%ige Starkelésung, po = 4,87, bei 50°C 

mit 5cem Auszug (bei Weizen und Roggen verdiinnt 5: 100) 15 Minuten 
eingewirkt. Durch Zugabe von 10 cem n/10 NaOH unterbrochen. Ver- 
zuckernde Kraft in cem n/20 Jod?, welche der Menge des durch Auszug 
von 1 g Getreide gebildeten Zuckers entsprechen. 

Dextrinierende Kraft: Wie in vorhergehenden Arbeiten. 

Verfliissigende Kraft: Nach der Methode von Pollak-Chrzqszcz-Pierozek*. 

Kinasewirkung wurde auf folgende Weise gepriift. Mischung von | Teil 
amylasefreiem Trypsin (Amylokinase) und 1 Teil filtriertem Getreide- 
auszug. Verzuckernde Kraft wie oben nach entsprechender Verdiinnung. 
Dextrinierende Kraft, mit Zugabe von 10 cem obiger Mischung ohne Ver- 
diinnung, welche 5 ccm unverdiinnten Auszuges, also derselben Menge, 
wie bei der Priifung der dextrinierenden Kraft immer angewandt wurde, 
entsprechen. 

Herstelluny von amylasefreiem Trypsin: 0,8g Trypsin + 150cem H,O 
+ 4ceem Toluol 1 Stunde bei 40°C. 


Der EinfluB von Trypsin auf Roggen. 


Um den Einflu8 von Trypsin auf Roggen festzustellen, wurden folgende 
Ausziige hergestellt: 


Nr. lund 7: Auszug ohne Zugabe. 


: ‘doa 
ae ER ge oo Bs ” mit - von Papain. 

ae eee ws Fe = » Trypsin nativ. 
soe 8S * - ” » amylasefreiem Trypsin. 
» =O hs 9 a , Papain inaktiv. 

BL a ie a » Trypsin inaktiv. 


1 1. Chrzaszcz u. J. Janicki, 1c. — ? R. Willstdtter u. G. Schudel, Ber. 
51, 780, 1918. — * 7. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 256, 252, 1932. 
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Nr. 11: Mischung von Auszug Nr. 1 und Kinaselésung im Verhaltnis 1: 1. 
» 12: Mischung von Auszug Nr. 1 und inaktive Kinaselésung im Ver- 
haltnis 1: 1. 


— 
_— 


13: Mischung von Auszug Nr. 2 und Kinaselésung im Verhaltnis 
14: Mischung von Auszug Nr. 2 und inaktive Kinaselésung im Ver- 
haltnis 1: 1. 
15: 0,8 g Trypsin nativ + 150eem H,O. 
16: Kinaselésung bzw. amylasefreie Trypsinlésung (0,8 g Trypsin 
autolysiert.) 
Ausziige Nr. 1 bis 6 andauernd wahrend 14 Stunden bei 20°C im 
Schiittelapparat geschiittelt. Ausziige Nr. 7 bis 10 wahrend 14 Stunden 
bei 20°C von Zeit zu Zeit geschiittelt. 


Die Mischungen Nr. 11 bis 16 wurden kurz vor der Bestimmung der 
amylolytischen Wirkung hergestellt. 


Tabelle I. 





Vesanditesiae Wont Dextrinierende Kraft. Verainderung der Verfliissi- 
; : blauen Farbe der Stiirke durch Jod in gende Kraft 


Auszug 





com n/20 | Erhdhung Tiicrsansccnntedl 4 rotbraun ae farblos bE an ay 

Nr, ns 0/9 erfolgt nach Minuten g Starke 

1 249 —_ 40 210 1200 nicht 3,6 

2 314 26 35 200 | 1200 , 6,0 

3 361 45 12 40 90 9,0 

4 361 45 20 140 480 6,0 

5 258 4 38 200 1200 nicht 6,0 

6 256 3 38 200 1200 , 45 

7 173 ws 45 215 1200 | 3.6 

8 314 81 40 205 1200 , 45 

9 861 109 11 38 | 85 9,0 
10 361 109 31 152 | 500 6,0 
11 249 _ 30 120 400 — 
12 249 0,0 40 210 ' 1200 nicht — 
13 314 — 28 110 | 3880 — 
14 314 0,0 35 200 1200 nicht — 
15 8,1 aa 20 40 600 45 
16 0,1 —- 1200 nicht 1200 nicht 1200 nicht 0,9 


Aus obigen Untersuchungen geht hervor, daB nicht nur natives, 
sondern auch amylasefreies Trypsin die amylolytische Kraft des Roggens 
erhéht und sogar in einem etwas gréBeren MaBe als es bei der Einwirkung 
von Papain unter denselben Bedingungen erzielt wird. Bei naherer 
Betrachtung der erhaltenen Zahlen erkennt man, daB die VergréBerung 
der amylolytischen Wirkung bei Zugabe von Trypsin mindestens zwei 
Ursachen haben muB, weil das durch langere Einwirkung von Trypsin 
auf Roggen entstandene Resultat ein ganz anderes ist als das im Falle 


der Kinwirkung von amylasefreiem Trypsin auf den schon fertigen 
toggenauszug erhaltene. Im ersten Falle wird die verzuckernde und 
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die dextrinierende Funktion erhéht, im zweiten Falle nur die dextri- 
nierende Kraft, wobei die verzuckernde Funktion dieselbe bleibt, wie 
das aus den diesbeziiglichen Daten der Ausziige Nr. 11, 12 und 13, 14 
der Tabelle I hervorgeht. Bei der Einwirkung von Trypsin auf Roggen 
sehen wir fast dieselbe Erhéhung der verzuckernden Kraft, wie sie 
unter dem EinfluB von Papain unter denselben Bedingungen erhalten 
wird. Die Ursache dafiir muB deshalb in beiden Fallen dieselbe sein, 
also durch die proteolytische Wirkung hervorgerufen werden. Trypsin- 
praparate kénnen aber auBerdem auch eine bei Papainpraparaten nicht 
vorkommende Wirkung ausiiben, und zwar wird die dextrinierende 
Kraft schon abfiltrierter Gerstenausziige durch Zugabe von amylase- 
freier Trypsinlésung stark erhéht. Diese Wirkung kann nur durch die 
Anwesenheit einer in den ‘Trypsinpraparaten vorkommenden spezifischen 
Kinase der Amylase, welche die Fahigkeit hat, die dextrinierende Kraft 
des ungekeimten Roggens zu erhéhen, erklart werden. Diese Kinase 
ist gegen Einwirkung héherer Temperatur empfindlich und wird durch 
Aufkochen inaktiviert, und dann verhalt sich die Kinaselésung 
(Trypsinlésung) wie eine schwach wirkende Eleutosubstanz, welche, 
wie aus den diesbeziiglichen Zahlen des Auszuges Nr. 6 der Tabelle | 
hervorgeht, die Menge der aktiven Amylase des Roggens erhéht. Die 
verfliissigende Kraft zeigt sich bei Trypsinwirkung immer noch schwach. 


Der Einflu8B von Trypsin auf Weizen. 


Es wurden folgende Ausziige hergestellt: 
Nr. lund 4: Auszug ohne Zugabe. 
2 5: 


» 2 9 » mit » von Papain. 

sg | Re ae = ‘ig z. » amylasefreiem Trypsin. 

s», 7: Mischung von Auszug Nr. 4 und amylasefreiem Trypsin im Ver- 
haltnis 1: 1. 

» 8: Mischung von Auszug Nr. 4 und inaktivem amylasefreiem Trypsin 
im Verhaltnis 1: 1. 

» 9: Mischung von Auszug Nr. 5 und amylasefreiem Trypsin im Ver- 
haltnis 1: 1. 

» 10: Mischung von Auszug Nr. 5 und inaktivem amylasefreiem Trypsin 
im Verhaltnis 1: 1. 

Ausziige Nr. 1 bis 3 andauernd wiahrend 14 Stunden bei 20°C im 
Schiittelapparat geschiittelt. Ausziige Nr. 4 bis 6 wahrend 14 Stunden bei 
20°C von Zeit zu Zeit geschiittelt. 


Die Mischungen Nr. 7 bis 10 wurden kurz vor der Bestimmung der 
amylolytischen Wirkung hergestellt. 

Aus der Tabelle I] geht hervor, daB die verzuckernde Kraft durch 
Kinwirkung von Trypsin nur etwas weniger erhéht wird als unter dem 
EinfluB von Papain, wobei andauerndes Schiitteln die Freilegung 
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giinstig beeinfluBt. Die Ursache der durch Trypsinwirkung_hervor- 
gerufenen Erhéhung der verzuckernden und dextrinierenden Kraft des 


Weizens ist dieselbe, wie bei Roggen gezeigt werden konnte. 


Tabelle II. 








Tomebarste Bean. Remmmnteeande Soak, Nerseterens see | Yeeiaest 
oe cem nj20 | Erhéhung blauviolett rotbraun tarblos lg Roggen 
; Joa —___—_—____—_—| verfliissigt 
Nr. 0/9 erfolgt nach Minuten g Starke 
i 364 _ 60 195 1290 nicht 2,55 
2 660 81,3 40 155 1200, 3,00 
3 624 71,4 25 85 410 3,00 
4 416 oe 60 135 1200 nicht 2,55 
5 608 46.1 40 120 1200 , 3,00 
6 561 35,0 25 60 320 3,00 
7 416 - Bh ikat 65 340 ui 
8 416 0,0 60 135 1290 nicht ~ 
s) 608 a 27 50 345 - 
10 608 0,0 40 120 1200 nicht — 


Der Einflu8 von Trypsin auf Hafer, Mais und Buchweizen. 
Es wurden folgende Ausziige hergestellt : 
Nr. 1 und 4: Auszug ohne Zugabe. 
. eee i mit F von Papain. 
fC. ey “A ns is » amylasefreiem Trypsin. 
., 7: Mischung von Auszug Nr. 4 und amylasefreiem Trypsin im Ver- 
haltnis 1: 1. 
» 8: Mischung von Auszug Nr. 4 und inaktivem amylasefreiem Trypsin 
im Verhaltnis 1: 1. 
Ausziige Nr. 1 bis 3 andauernd wiahrend 14 Stunden bei 20°C im 
Schiittelapparat geschiittelt. Ausziige Nr. 4 bis 6 wahrend 14 Stunden bei 
20°C von Zeit zu Zeit geschiittelt. 


° 


Die Mischungen Nr. 7 und 8 wurden kurz vor der Bestimmung der 


amylolytischen Wirkung hergestellt. 

Aus der Tabelle LI] ergibt sich, daB die verzuckernde Kraft der 
dort angegebenen Getreidearten unter dem EinfluB von Trypsin schwach 
bleibt, wenn auch die Erhéhung bei Buchweizen prozentual groB ist. 
Die dextrinierende Kraft wird durch Trypsinwirkung bei obigen Ge- 
treidearten verhaltnismaBig stark erhéht, und zwar am stérksten bei 
Buchweizen, schwacher bei Hafer und am schwachsten bei Mais. Bei 
der Erwagung der Ursache der Erhéhung der amylolytischen Kraft 
obiger Getreidearten unter dem Einflu8 von Trypsin zeigte es sich, dal 
auch hier die verzuckernde Funktion durch proteolytische Wirkung 
von Trypsin und die Erhéhung der dextrinierenden Kraft durch die in 
Trypsinpraparaten anwesende Kinase, also wie bei den vorhergehenden 
jetreidearten, hervorgerufen wird. 


5 ee ee 
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Tabelle III. 








" » Jextrinierende Kraft. Verinde x der Je ssi- 
Ge- htneriessi ieee ea toe Pon Dehebe pret og Pada 
treide- Auszug : ; ae 3 
wake ecm Erhohung | Dlauviolett rotbraun farblos 1 g Roggen 
n/20 bad ——————_—————————— —_—~—| verfliissigt 
Nr. Jod Oo erfolgt nach Minuten g Stirke 
1 15,0 - 130 360 1200 nicht 1,28 
2 10,0 33,3 150 420 1290 , 1,50 
h 3 13,0 13,3 99 130 1200 , 2,25 
= 4 15,7 —- 120 360 1200, 1,38 
= 5 128 |— 185 140 420 1290 , 1,50 
6 12,8 — 18,5 90 130 1200 , 257 
7 ~~ 16,0 ne 70 110 600 
8 16,0 00 120 360 1200 nicht 
1 2,5 120 440 1200 . 2,25 
2 2,9 + 16,0 110 420 1200 , 2,57 
3 27 + 80 85 300 1200 , 3,00 
2 4 3,1 - 120 440 1209 , 3,00 
s 5 s4} + 100 110 420 1200 , 3,60 
6 34 + = 10,0 90 300 1200, 4,50 
7 3,1 —- 90 265 1200 , — 
8 3,1 0,0 120 440 1200 
1 1.9 560 1200 nicht 1290 , 1,12 
* 2 45 +1460 480 1200, 1200. 1,38 
4 3 45 + 146,0 160 320 1200 , 1,80 
® 4 4,5 — 420 1200 nicht 1200, 1,12 
= 5 96 + 1090 330 1200 , 1200 , 1,38 
= 6 5,9 | + 280 140 300 1200 , 1,80 
a 7 4.5 — 130 270 1200, _ 
8 4.5 0,0 420 1200 nicht 1200 , — 
Der Einflu8 von Trypsin auf Hirse. 
Da wir friiher festgestellt hatten, da8 durch Papainwirkung die 
Menge der aktiven Amylase — und zwar hauptsichlich ihre dextri- 
nierende Funktion — stark herabgesetzt wird, so war es notwendig, zu 


untersuchen, ob bei Einwirkung von Trypsin unter denselben Be- 
dingungen auch ein Riickgang der aktiven Amylasemenge stattfindet. 

Es wurden folgende Ausziige hergestellt: 

Nr. lund 4: Auszug ohne Zugabe. 

bs ae So OF i ae HS von Papain. 

ee ae | 5 9 a» ss » amylasefreiem Trypsin. 

»» 7: Mischung von Auszug Nr. 4 und amylasefreiem Trypsin im Ver- 
haltnis 1: 1. 

., 8: Mischung von Auszug Nr. 4 und inaktivem amylasefreiem Trypsin 
im Verhaltnis 1: 1. 

Ausziige Nr. 1 bis 3 andauernd wahrend 14 Stunden bei 20°C im 
Schiittelapparat geschiittelt. Ausziige Nr. 4 bis 6 wahrend 14 Stunden bei 
20°C von Zeit zu Zeit geschiittelt. 

Die Mischungen Nr. 7 und 8 wurden kurz vor der Bestimmung der 
amylolytischen Wirkung hergestellt. 


19* 
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Tabelle IV. 














Versucbeste'ioh | Seettuawesie Seek. Semmterme Sc | Seatet. 

Auszug ee ace alin aa 2 *. ie eee ce a er ot oe é P 

cem n/20 | Erhéhung blauviolett rotbraun farblos 1 g Roggen 

Jod a $$ verfliissigt 

Nr. 0/,, erfolgt nach Minuten g Starke 

1 1,8 — 75 180 1200 nicht 3,6 
2 2,2 + 22 310 780 1200... 3,0 
3 2.4 + 33 60 160 1100 9,0 
4 3,6 — 75 165 1200 nicht 3.6 
5 1,8 — 50 310 640 1200 , 3,0 
6 3,5 — 3 60 140 1010 9,0 
7 3.6 —~ 60 135 1080 — 
8 3,6 0,0 75 165 1200 nicht a 


Durch Trypsinwirkung wird also die amylolytische Kraft nicht wie 
bei Papainwirkung geschwacht, sondern im Gegenteil sogar erhéht. 
Ks soll noch hervorgehoben werden, daB die Kinase bei der Hirse, deren 
wasseriger, ohne jede Zugabe hergestellter Auszug, im Verhaltnis zu der 
verzuckernden Kraft eine ziemlich groBe dextrinierende Kraft aufweist, 
nur einen ganz schwachen EinfluB auf die dextrinierende Kraft hat. 


Diskussion. 


Die erhaltenen Resultate vorliegender Untersuchungen zeigen, daB 
durch Trypsinwirkung die amylolytischen Krafte aller von uns unter- 
suchten Getreidearten erhéht werden. Am kraftigsten wird die dextri- 
nierende und verzuckernde Kraft vergréBert, die verfliissigende bleibt 
dagegen nur schwach. Die Trypsinwirkung ist eine verschiedene, und 
zwar von der Getreideart abhaingig. Im allgemeinen bekommt man 
ungefahr dieselbe Erhéhung der verzuckernden Kraft, welche bei 
Papainwirkung festgestellt werden konnte, wobei die gréBten Mengen 
bei der Gerste, etwas weniger beim Roggen und Weizen und bei den 
iibrigen Getreidearten nur sehr wenig Amylase freigelegt wird. Was 
die dextrinierende Funktion anbetrifft, so zeigt Trvpsinwirkung einen 
ganz anderen EinfluB als Papain, und zwar konnte eine kraftige Er- 
héhung der dextrinierenden Funktion festgestellt werden. Bei Papain- 
wirkung wird die dextrinierende Kraft bekanntlich nur ganz schwach 
beeinfluBt. 

Die durch standiges, langdauerndes Schiitteln erhaltenen Ausziige 
weisen bei den meisten Getreidearten eine schwachere amylolytische Kraft 
auf, als solche, die nur von Zeit zu Zeit geschiittelt worden waren; nur 
Ausziige, welche eine groBe Viskositét besitzen, wie z. B. von Roggen, 
zeigen durch standiges Schiitteln eine gréBere amylolytische Kraft. Eine 
Zugabe von Trypsin schiitzt die Amylase vor der durch langes Schiitteln 
hervorgerufenen Inaktivierung, ahnlich wie Pepton, wie wir schon friiher 
feststellen konnten!. 


1 T. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 268, 250, 1933. 
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Wenn wir jetzt auf die Ursache der durch Trypsinwirkung hervor- 
gerufenen Erhéhung der amylolvtischen Krafte naher eingehen werden, 
so wird man verschiedene Wirkungen der Trypsinpraparate unterscheiden 
miissen, und zwar ist die VergréBerung der verzuckernden Kraft bei 
Trvpsinwirkung ahnlich wie bei Papain ein Resultat der proteolytischen 
Wirkung. Merkwiirdigerweise bewirken aber beide Enzyme bei den- 
selben Getreidearten fast dieselbe Steigerung der verzuckernden Kraft. 
Unsere Vermutung, daB Trypsin die Amylasemenge in denjenigen 
Getreidearten, in welchen Papain ohne positiven EinfluB war, erhéhen 
kann, war also nicht zutreffend. Der Unterschied in der Wirkung 
dieser beiden proteolytischen Enzyme beziiglich der verzuckernden 
Kraft beruht nur darauf, daB Trypsin bei der Hirse keinen Riickgang 
dieser Funktion verursacht. Hieraus geht hervor, daB entweder in den 
betreffenden Getreidearten keine weiteren Mengen  vorgebildeter 
Amylase mehr vorhanden sind, oder, daB sie so kraftig an KiweiB ge- 
bunden sind, daB diese Enzyme nicht mehr imstande sind, die vor- 
gebildete Amylase freizulegen, und daraus kénnte man auch schlieBlich 
folgern, daB die Entstehung der in den entsprechenden Malzen ent- 
haltenen Amylase nicht ausschlieBlich mit der Mobilisierung proteo- 
lytischer Enzyme zusammenhangt, welche Annahme aber jedoch die 
bisherigen Anschauungen iiber die Entstehung der Amylase wahrend 
der Keimung verwirrt. 

Die dextrinierende Kraft ist aber auf Grund unserer Befunde viel 
verstaindlicher geworden. Es zeigte sich namlich, daB auf diese ‘Teil- 
wirkung der Amylase die von uns in Trypsinpriparaten gefundene 
Kinase einen groBen EinfluB hat. Dieselbe Menge der Kinase kann je 
nach der Getreideart die dextrinierende Kraft in verschiedenem Grade 
erhéhen. In der Tabelle V ist die dextrinierende Kraft einiger Getreide- 
arten ohne und mit Zugabe von nativem und amylasefreiem Trypsin 
zusammengestellt : 

Tabelle V. 





Auszug: ohne Zugabe mit Trypsin nativ mit amylasefreiem T. ypsin 





Dextrinierende Kraft: Veranderung der blauen Farbe der Starke durch Jod in 





blau- | rot- farb-  blau- — rot- 
violett braun los violett braun  farblos 





. s das blau- 
Getreideart violett Totbraun farblos 


erfolgt nach Minuten: 


Gerste . 105 1200 nicht 1200 nicht 2 4; 12 12 89 350 
Roggen. . 140 210 1209 , 4 30 | 55/| 20 | 140 480 
Mais. ..| 120 440 1200 , 15 85 50. 85 = 300 |1200nicht 
Buchweizen 420 1200nicht 1209 , 18 35 650) 140) 800 1200 . 
Hirse. . . 75 180 1200 , 20 30 100 60 140: 1010 


Obige Zahlen lassen erkennen, daB die VergréBerung der dextri- 
nierenden Kraft in keinem Zusammenhang mit derjenigen ohne jede 
Zugabe hergestellten Ausziige steht. Auch wenn wir annehmen wiirden, 
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daB die Erhéhung der dextrinierenden Kraft der mit Zugabe von 
nativem Trypsin hergestellten Ausziige unter dem EinfluB der in 
Trypsinpraparaten noch befindlichen Amylase steht, so muB obige 
Vermutung ausgeschlossen werden, wo Ausziige mit Zugabe von Trypsin- 
lésungen hergestellt waren, welche unter den von uns angegebenen 
sedingungen kaum Spuren von Amylase aufweisen und doch die 
dextrinierende Kraft ganz besonders beeinflussen. Der Gerstenauszug 
weist im Verhaltnis zu der verzuckernden Kraft eine ganz schwache 
dextrinierende Wirkung auf, weil ihm die Kinase der dextrinierenden 
Kraft fehlt. Wird diese dem Auszug zugegeben, dann entwickelt die 
Amylase der Gerste auch eine kraftige dextrinierende Wirkung. Diese 
Funktion wird bei Buchweizen auch ziemlich stark durch die Kinase 
vergr6Bert, bei Mais und Roggen jedoch verhaltnismaBig schwach. 
Im allgemeinen sehen wir, daB die Kinase (amylasefreies Trypsin) einen 
groBen positiven EKinfluB auf die Ausziige derjenigen Getreidearten 
ausubt, welche im Verhaltnis zu der verzuckernden Kraft eine schwache 
dextrinierende Funktion aufweisen. Auf Ausziige derjenigen Getreide- 
arten, welche im Verhaltnis zu der verzuckernden Kraft eine ziemlich 
starke dextrinierende Kraft aufweisen, ist der EinfluB der Kinase 
schon ganz schwach. Hieraus kénnte gefolgert werden, daB in diesen 
Getreidearten bzw. ihren Ausziigen schon von vornherein geniigende 
Mengen von Kinase enthalten sind. 


Wenn unsere Folgerungen richtig sind, so hatten wir auf Grund 
dieser Untersuchungen eine Erklarung dafiir, warum sich das Verhaltnis 
der dextrinierenden zu der verzuckernden Kraft in den verschiedenen 
ungekeimten und gekeimten Getreidearten so verschiedenartig gestaltet 
und warum Malze derselben Getreidearten bei einer gleichen ver- 
zuckernden Kraft eine ganz verschiedene dextrinierende Kraft auf- 


weisen, was so oft bei den Gerstenmalzen beobachtet werden kann}. 


Durch die Feststellung der in Trypsinpriparaten anwesenden 
Kinase und durch unsere daraus hervorgehenden Folgerungen wollen 
wir aber nicht ausschlieBen, daB auch andere Faktoren einen EinfluB 
auf die dextrinierende Kraft der Amylase ausiiben kénnen und sie je 
nach den Bedingungen verstairken oder abschwachen kénnen. 


Auf Grund dieser Untersuchungen scheint die Behauptung von 
Ohlsson, daB ein spezifisches Enzym, die sogenannte Dextrinogenamylase, 
erst waihrend der Keimung entstehen soll, nicht zutreffend zu sein. Wir 
sind geneigt, anzunehmen, daB wahrend der Keimung nur verschiedene 
Mengen einer Dextrino-Amylokinase entstehen kénnen. Auch S. Nashi- 


1 7. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 265, 260, 1933; H.C. 
Sherman u. M.D. Schlesinger, J. Amer. Chem. Soc. 35, 1784, 1913. — 
2 EB. Ohlsson u. N.Gunborg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 89, 1933. 
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murat und £. Waldschmidt-Leitz? greifen die diesbeziiglichen Ansichten 
von Ohlsson an. Waldschmidt-Leitz konnte auch eine Amylokinase in Malz- 
ausziigen feststellen, welche vor allem die verzuckernde Kraft beeinflussen 
soll, und nach den Untersuchungen von ./. Reichel® auch die sogenannte 
Dextrinogenamylase. Schon friiher konnte S. Nishimura einen Aktivator 
der Amylase in Malzausziigen feststellen, der jedoch nicht nur die dextri- 
nierende, sondern auch die verfliissigende Kraft beschleunigen soll (I. c.). 
Unsere Kinase wirkt aber hauptsichlich auf die dextrinierende Kraft der 
Amylase, und nur bei Anwendung groBer Mengen von Kinase kann auch in 
einem gewissen Grade die verzuckernde Kraft beeinfluBt werden. 

R. Weidenhagen* hat mit seinen Untersuchungen die Amylokinase von 
Waldschmidt-Leitz in Frage gestellt. Seiner Ansicht nach handelt es sich 
um Stoffe, welche lediglich gewisse Hemmungserscheinungen in rohen 
Enzymausziigen aufheben. A. Hesse® ist der Meinung, da8 hierin die von 
Weidenhagen geauBerte Anschauung mit der unserigen’in bezug auf Sisto- 
und Eleutosubstanzen zusammentrifft. irst weitere Untersuchungen 
werden eine Antwort auf die Frage geben kénnen, in welchem Zusammen- 
hang die von uns gefundene Kinase mit der von Nishimura bzw. von Wald- 
schmidt-Leitz festgestellten zusammenhangt. 

Weiter war es interessant festzustellen, daB amylasefreies Trypsin 
die amylolytische Kraft der Hirse im Gegensatz zu der Papainwirkung 
nicht herabsetzt, sondern sogar bis zu einem gewissen Grade erhéht. 
Wie daraus hervorgeht, bildet Trypsin wahrend der Einwirkung auf das 
EiweiB der Hirse keine Sistosubstanz, was wir bei Papainwirkung 
beobachten konnten. Diese Feststellung, sowie der Befund, daB in- 
aktives Trypsin als Eleutosubstanz wirkt, erlaubt uns zu den Ansichten 
von Oparin Stellung zu nehmen. 

In einer der letzten Arbeiten® verneint dieser Autor die Méglichkeit 
der Regulierung der enzymatischen Prozesse in der lebenden Zelle durch 
spezifische Sisto- und Eleutosubstanzen. In einer neu erschienenen 
interessanten Arbeit’ berichtet er jedoch iiber ein kiinstliches Modell 
einer Sistoamylase, dem Tanninalbumin, obwohl er es nicht mit unserer 
Sistoamylase identifiziert. Der Befund von Oparin gibt selbstverstand- 
lich eine der vielen Méglichkeiten der Inaktivierung der Amylase durch 
Adsorption wieder. Da8B EiweiBniederschlage bzw. andere Substanzen, 
wie z. B. Lipoide usw., die Amylase durch Adsorption inaktivieren 
kénnen, war ja schon lange bekannt. Mit unseren Untersuchungen 
wurde aber zum ersten Male bewiesen, daB sich in der Natur solche 
eiweiBartigen die Amylase stark inaktivierenden spezifischen Substanzen 
bilden, die gegen TemperatureinfluB ganz besonders empfindlich sind, 
was jedoch von dem kiinstlichen Sistomodell von Oparin nicht gesagt 
werden kann. Durch die Bildung solcher Substanzen wird der lebenden 


1 Diese Zeitschr. 200, 81, 1928. — 2 Naturwiss. 20, 254, 1932. — 


3 Dissertationsabhandlung, Prag 1932. — 4 Zeitschr. d. Ver. deutsch. 
Zuckerind. 83, 505, 1933. — ° Ergebn. d. Enzymforsch. 3, 95, 1934. — 


®§ 4.Oparin, ebenda 3, 57, 1934. — 7? Derselbe, diese Zeitschr. 272, 317, 1934. 
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Zelle die Méglichkeit gegeben, ihren enzymatischen Apparat zu regulieren 
und zwar einerseits durch einfachen TemperatureinfluB und andererseits 
durch biologische Faktoren, wie z. B. durch Bildung von Pepton und 
andere, von uns Eleutosubstanz genannte Stoffe, welche die inaktivierende 
Wirkung der Sistosubstanz teilweise bzw. ganz ausschalten kénnen. 
Endlich méchten wir noch darauf aufmerksam machen, dab die Sisto- 
substanzen nicht unbedingt unléslich sein miissen, denn wir finden sie 
auch in verschiedenen Lésungen, wie z. B. in Lésungen von Speichel- 
oder Pankreasamylase. 
Zusammenfassung. 

1. Trypsin vergréBert die amylolytische Kraft verschiedener 
Getreidearten je nach der Getreideart ganz verschieden, und zwar 
besonders die dextrinierende sowie die verzuckernde Kraft, die ver- 
fliissigende Kraft bleibt dabei schwach. 

2. Die Erhéhung der Menge der aktiven verzuckernden Kraft 
wird bei Trypsinzugabe ahnlich wie bei Papain durch die proteolytische 
Wirkung hervorgerufen. Am kraftigsten ist diese VergréBerung bei 
Gerste, schwacher bei Roggen und Weizen und bei den iibrigen Getreide- 
arten nur ganz schwach. 

3. Die Erhéhung der Menge der dextrinierenden Kraft findet da- 
gegen durch die Wirkung der in Trypsinpriparaten anwesenden Amylo- 
kinase statt. Die VergréBerung dieser Funktion ist von der Getreideart 
abhangig und sie tritt bei denjenigen am stairksten hervor, welche im 
Verhaltnis zu der verzuckernden Kraft eine schwache dextrinierende 
Kraft aufweisen. 

Durch die An- bzw. Abwesenheit der Kinase wird die verschiedene 
dextrinierende Kraft bei derselben verzuckernden Kraft in Getreiden 
und daraus erhaltenen Malzen erklart. 

4. Trypsin ruft im Gegensatz zu der Papainwirkung keinen Riick- 
gang der amylolytischen Wirkung der Hirse hervor. Inaktives Trypsin 
kann wie eine Eleutosubstanz wirken. 

5. Die spezifische Wirkung unserer Kinase spricht gegen die An- 
nahme von Ohlsson, daB die sogenannte Dextrinogenamylase wahrend 
der Keimung entstehen soll. Unseres Erachtens nach bildet sich wahrend 
der Getreidekeimung eine Amylokinase. 

Die Regulierung der enzymatischen Prozesse in der lebenden Zelle 
kommt auf Grund unserer Untersuchungen auch durch spezifische 
Sisto- und Eleutosubstanzen und Kinasen zustande, was gegen die 
Annahme von Oparin spricht, daB in diesem Falle nur Eiweifnieder- 
schlage in Frage kommen. 
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Uber die Hemmung der Buttersiuregirung durch Kohlenoxyd. 
Von 
Fritz Kubowitz. 7 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 11. Oktober 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da die von W. Kempner! entdeckte Hemmung der Buttersaure- 
girung durch Kohlenoxyd es vielleicht? erméglichen wird, die Kon- 
stitution eines Garungsferments photochemisch zu bestimmen, so habe 
ich die Kohlenoxydhemmung der Butterséuregérung und damit zu- 
sammenhangende Erscheinungen naéher untersucht. 

Es zeigte sich, da Kohlenoxyd nicht die Spaltung des Zuckers 
hemmt, sondern eine auf die Spaltung folgende Reaktion, bei der sich 
die Spaltungsprodukte des Zuckers zu Butterséure, Kohlenséure und 
Wasserstoff umlagern. Hemmt man in girenden Butterséurebakterien 
durch Kohlenoxyd diese Sekundarreaktion, so werden die Spaltungs- 
produkte des Zuckers zu Milchséure umgelagert. Kohlenoxyd schaltet 
also die Butterséuregaérung in eine Milchsduregérung um. 

Nach meinen bisherigen Erfahrungen werden alle Garungen, bei 
denen molekularer Wasserstoff frei wird, durch Kohlenoxyd gehemmt, 
z. B. auch die Gasentwicklung in Bacillus coli aus Zucker oder aus 
Ameisensaure und die Gasentwicklung in Buttersaurebakterien aus Brenz- 
traubensaure. Dagegen habe ich mich nochmals* davon iiberzeugt, 
daB weder die alkoholische Garung in Hefe noch die Milchsiuregarung 
in Milchséurebakterien durch Kohlenoxyd gehemmt werden. 

Ich habe ferner beobachtcet, da Garungen, bei denen molekularer 
Wasserstoff frei wird, durch molekularen Wasserstoff gehemmt werden, 
z. B. die Buttersiuregérung und die Vergérung der Brenztraubensaure 
in Buttersiurebakterien. 

Die ersten Angaben iiber die Hemmung einer Garung durch Kohlen- 
oxyd und Wasserstoff findet man in einer Arbeit von M. Stephenson 
und L. H. Stickland*. Thr Versuchsobjekt war Bacterium coli, geziichtet 
auf ameisensdurehaltigem Nahrboden. Die Vergarung der Ameisensaure 
in solchen Bakterien nach der Gleichung: 

HCOOH = CO, + Hy, 
wird nach Stephenson und Stickland durch Kohlenoxyd, durch Wasser- 
stoff und durch sehr verdiinnte Blauséure (10-° mol.) gehemmt. 


' W. Kempner, diese Zeitschr. 257, 41, 1933. 2 W. Kempner u. 
F. Kubowitz, ebenda 265, 245, 1933. — * Ebenda 189, 354, 1927. 
' M. Stephenson u. L.H. Stickland, The Biochem. J. 26, 712, 1932. 
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1. Methoden. 

Fiir garende Bakterien wurden die Gasentwicklung, der Glucose- 
verbrauch und die Milchséiurebildung manometrisch gemessen; die 
Gasentwicklung in der iiblichen Weise, der Glucoseverbrauch nach 
einem Prinzip von D. D. van Slyke und J. A. Hawkins, die Milchsiure- 
bildung nach einem Prinzip von B. F. Avery und A. B. Hastings. Bei 
allen drei Methoden waren die MeBgefaiBe kegelférmige GefaiBe mit 
Ansatzbirnen. 

Beriicksichtigung der Retention der Kohlensdure bei der Messung der 
Gasentwicklung. Die Retention der Kohlenséiure durch Phosphat- oder 
andere Pufferlésungen mu beriicksichtigt werden, wenn die Puffer- 
lésungen nicht so sauer sind, daB ihre Wasserstoffionenkonzentration grofs 
ist gegen die erste Dissoziationskonstante der Kohlenséure. 

Ist Up das Volumen der retinierenden Fliissigkeit in cem und sind r die 
emm Kohlensaéure, die von 1 eem Fliissigkeit retiniert werden, wenn der 
Druck der Kohlensiure um 1 mm steigt, so ist die GefaBkonstante fiir 


Kohlensaure 
273 
"G gp tro, 


keo, = Pp oe Upset 
: 0 


r wird bestimmt, indem man Pufferlésungen mit Kohlenséuredrucken, 
wie sie bei den Garungsversuchen entstehen, ins Gleichgewicht bringt, und 
dann die Zunahme der chemisch gebundenen Kohlenséure durch Einkippen 
iiberschiissiger Saéure miBt. 

Wasserstof{f und Kohlensdure. Sind x, h und k die entwickelten Gas- 
mengen, die Partialdrucke und die GeféSkonstanten der Kohlenséure oder 


des Wasserstoffs, ist — 2 = y und H die beobachtete Druckanderung, 
ZCO2 
so ist 
“CO, hoo, ; Keo 
TH, hy, . ky. 
H = hoo, oa Ny, 


“H, Y ° TOOg? 
also 
H keo, ° hy, 
TCO, * ear ei, 
2 ¥-keo, + hy, 
kag. k 
CO. H, 
H 2 a 


TH, ° k 
é H, 
e * koo, 


Fiir den Fall, daB (wie bei der Butterséuregarung) xo, = 2p, ist, wird: 


koo. ky 
0, +: Si SS eanegor en see 
oo, + %, = # keo, + “el 


der Klammerinhalt ist Kicg, , 4,)- 


7c0,+H,) = H- Keo, + n,) 
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Glucoseverbrauch'!. Bei den Versuchen, in denen neben der Gasent- 
wicklung der Glucoseverbrauch bestimmt wurde, waren die Bakterien in 
m/15 Phosphatpufferlésungen suspendiert, denen 0,25 bis 0,3°, Glucose 
zugesetzt war. Die Suspensionen wurden in den MeSgefaiBen der mano- 
metrischen Anordnung geschiittelt; zu verschiedenen Zeiten wurden etwa 
2ccm Suspension herausgenommen und zentrifugiert. 

leem der tiberstehenden Fliissigkeit wurde mit 0,12 cem 30° igem 
essigsaurem Blei versetzt, wodurch Eiwei8 und Phosphat niedergeschlagen 
wurden. Die Niedersechlage wurden abzentrifugiert, von der iiberstehenden 
Fliissigkeit wurden je 0,4cem mit 3ccm destilliertem Wasser und 2 ccm 
der carbonat-alkalischen Ferricyanidlésung! gemischt. Die Gemische 
wurden 25 Minuten in siedendes Wasser gebracht, wohei eine dem Glucose- 
gehalt proportionale Menge Ferricyanid zu Ferrocyanid reduziert wird, und 
dann 5 Minuten durch Eiswasser gekiihlt. 

Um in dieser Lésung das nichtreduzierte Ferricyanid zu bestimmen, 
wurden 3 cem in den Hauptraum eines kegelf6rmigen MeBgefaBes gebracht. 
Die Ansatzbirne enthielt 0,08 cem der alkalischen Hydrazinlésung!. Kippt 
man das Hydrazin aus der Birne in den Hauptraum, so wird es unter Ent- 
wicklung von Stickstoff von dem Ferricyanid oxydiert. Aus dem ent- 
wickelten Stickstoff erhalt man die Glucosekonzentration durch Multiplika- 
tion mit einem empirisch bestimmten Faktor. 

Milchsdurebildung*. Um neben der Gasentwicklung die Milchs‘ure- 
bildung zu bestimmen, wurden, wie bei der Bestimmung des Glucose- 
verbrauchs, zu verschiedenen Zeiten die Bakteriensuspensionen aus den 
MeBgefaéBen herausgenommen und zentrifugiert. 

Zu 2cem der iiberstehenden Fliissigkeit wurden 0,4 cem_ 10 %%ige 
Natriumwolframatlésung und soviel n Schwefelséure (0,4 cem) gegeben, 
daB die Reaktion eben kongosauer war. Nach 30 Minuten wurde zentrifu- 
giert. Zu 2,2 cem der iiberstehenden Lésung wurden 0,8 cem 14 °4ige Kupfer- 
sulfatl6sung und 0,8cem einer Calciumhydroxydsuspension (11 g CaO 
auf 100 cem Wasser) gegeben. Die Suspension, die mehrfach geschiittelt 
wird, blieb 30 Minuten stehen und wurde dann klar zentrifugiert. Zu 2,2 cem 
der tiberstehenden Lésung wurden 0,1 cem zehnfach normale Schwefelsiure 
gegeben. Nach 60 Minuten wurde vom Calciumsulfat abzentrifugiert. 

2cem der iiberstehenden (eiweiB- und zuckerfreien) Fliissigkeit? und 
0,2cem 20fach normale Schwefelsiiture wurden in den Hauptraum eines 
kegelformigen MeBgefaiBes gegeben. Die Ansatzbirne enthielt 0,2 cem einer 
schwefelsauren Kaliumpermanganatl6sung (m/5 KMnO,, n/5 H,SQ,). 
Die Temperatur des Thermostaten war 20°. Wird der Inhalt der Birne in 
den Hauptraum eingekippt, so wird die Milchséiure oxydiert und es ent- 
wickelt sich pro Mo! Milchséure 1 Mol Kohlenséure (pro mg Milchsiure 
249cmm Kohlensaure). Die Gasentwicklung ist nach 20 bis 30 Minuten 
beendet. 

Die Methode ist bequemer als die Methoden, bei denen der bei der 
Oxydation der Milchséiure entstehende Aldehyd abdestilliert wird. Zu 
bemerken ist, daB die Lésungen keine Chlorionen enthalten diirfen. 


! Methode von D. D. van Slyke u. 1. A. Hawkins, The J. of Biol. Chem. 
79, 739, 1928. — 2 Methode von B. F. Avery u. A. B. Hastings, ebenda 
94, 273, 1931. — * Mit Carboxylase wurde mehrfach auf Brenztrauben- 
siure gepriift, die Fliissigkeit enthielt nie Brenztraubensaéure. 
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2. Versuchsmaterial. 


Clostridium butyricum des Berliner Instituts fiir Garungsgewerbe 
wurde in Malzmaische unter Zusatz von Kreide, unter anaeroben Be- 
dingungen, geziichtet. Die Ziichtung und die Trennung der Bakterien vom 
Nabrboden ist im wesentlichen friiher! beschrieben. 

Die Ziichtungsdauer betrug: 22 Stunden bei 37° und anschlieBend 
tunden bei 23°. 

Die Bakterien wurden durch Zentrifugieren der auf etwa 5° gekiihlten 
Suspension von den Bestandteilen des Nahrbodens getrennt. 

Das erste beim fraktionierten Zentrifugieren abgeschleuderte Sediment 
besteht hauptsachlich aus festen Maischebestandteilen. Die nachsten 
Sedimente enthalten Bakterien von verschiedenem Garvermégen. Beispiels- 
weise fand ich, nachdem die festen Maischebestandteile abgeschleudert 
waren, folgende @-Werte (bei 15° in m/20 Phosphatpuffer, py 6,65, 1% 
Glucose): 


‘ 


5 § 


amemumenh fl 5s ee. es ag ee Te 
2. — SON pS eae HON at tea en ah oe a + 7] 
3. ‘° Ret i mat is Oe as ae *9 + 112 
4. ss he eatin RS ie bat Sa na + 106 


Fiir die Versuche wurden die letzten Sedimente verwendet. 


%. Die Girung von Clostridium butyricum in Kohlenoxyd. 

Der Hauptraum der kegelférmigen MeBgefaiBe enthielt die Bakterien, 
suspendiert in glucosehaltiger m/15 Phosphatlésung. Der Gasraum 
enthielt Argon oder Kohlenoxyd oder Gemische von Argon und Kohlen- 
oxyd. War die Druckmessung beendet, so wurden die Bakterien durch 
Zentrifugieren entfernt. In der tiberstehenden Fliissigkeit wurde die 
Glucose nach D. D. van Slyke und J. A. Hawkins, die Milchséure nach 
B.F. Avery und A. B. Hastings bestimmt. In Argon ist die Garung 
der Bakterien eine fast reine Buttersiuregirung. Wenn 1 Mol Zucker 
verschwindet, werden 4 Mole Gas entwickelt, Milchséure entsteht nur 
in Spuren. Aus der Gasentwicklung erhaélt man den ,,Zuckerverbrauch 
durch Butterséuregérung’ nach der Gleichung: 

C.H»O, = C,H,O, + 2CO, + 2 Hy. 

In Kohlenoxyd ist die Garung der Bakterien eine fast reine Milch- 
siuregérung. Wenn 1 Mol Zucker verschwindet, entstehen nahezu 
2 Mole Milchséure. Aus der Milchséurebildung erhalt man den ,,Zucker- 
verbrauch durch Milchséuregérung’’ nach der Gleichung: 

C,H,.O, = 2 C,H,0,. 

In Gemischen von Argon und Kohlenoxyd ist die Garung der 
Bakterien zum Teil Butterséure-, zum Teil Milchséuregarung. 

Garungen von der Art der alkoholischen Garung, falls sie in Clostri- 
dium butyricum vorkommen, sind gegen die Buttersiéuregarung und 


1 W. Kempner u. F’. Kubowitz, diese Zeitschr. 265, 245, 1933. 
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die Milchsiuregérung zu vernachlassigen!. Wie bei der ungehemmten 
Buttersduregarung, so ist auch bei der durch Kohlenoxyd gehemmten 
Garung das entwickelte Gas ein Gemisch von 1 Volumen Wasserstoff 
und 1 Volumen Kohlensaure. 

In Tabelle I ist eine Versuchsreihe wiedergegeben, bei der die 
Gasentwicklung, der Zuckerverbrauch und die Milchsdurebildung fiir 
Bakterien bestimmt wurden, die mit Kohlenoxyd von verschiedenen 
Drucken gesattigt waren. 

Tabelle I. 
In jedem GeféB: 10cemm Clostridium butyricum, suspendiert in 3,5 cem 
m/15 Phosphatpuffer, py 6,64. Anfangskonzentration der Glucose 0,35. 
Temperatur 25°. Dauer des Versuchs 260 Minuten. 





5 Vol.-%/o 25 Vol.-°/9 
p , mee ; Kohlenoxyd Kohlenoxyd 100 Vol.-® 
Die Bakterien waren gesiittigt mit: Argon 95 Vol.-079 ro Vol), Rebleneaye 
Argon Argon 
emm Gas (Hy: CO, = 1: 1) ent- 
Sa eee nna ee 1450 680 262 111 
mg Milchsaure, gebildet .. . 0,1 mg 1,50mg 1,65mg 1,75mg 


Zuckerverbrauch, aus Gasent- 

wicklung berechnet (Butter- 

sauregarung) ....... 29 , 1,35 , 0,53 , 0,22 , 
Zuckerverbrauch, aus Milch- 

saurebildung berechnet( Milch- 


sduregarung) ....... 3 1,50 ,, 1,65 ,, 1,75 , 
Zuckerverbrauch, aus beiden 

Garungen berechnet ... . 3,0 , 2,85 , 2,18 . 1,97 , 
Zuckerverbrauch, gefunden . . 3,05 , 2,85 ,, 2.63 , 2,20 , 


Aus der Tabelle I geht hervor, dafS Kohlenoxyd vorwiegend die 
Buttersdiuregérung und relativ wenig den Verbrauch an Zucker hemmt. 
Ks ist: 





In 5%) CO In 25/9 CO In 1009/5 CO 
Of, 0 0 5 
Die Hemmung der Buttersauregarung 53 &2 92 
Die Hemmung des Zuckerverbrauchs 7 14 28 


Die Milchséuregirung, die in Kohlenoxyd an Stelle der Butter- 
sdiuregérung tritt, ist imstande, die fiir die Vermehrung der Bakterien 
notwendige Energie zu liefern. Bakterien, die z. B. mit Kohlenoxyd 
von dem Druck einer fiinftel Atmosphare gesattigt sind, wachsen in 
Maische fast ebenso gut, wie bei Sattigung mit einem indifferenten Gas. 


' Uber Nebenprodukte der Butterséiuregirung vgl. E. Buchner u. 
J. Meisenheimer, Ber. 41, 1410, 1908. 
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Die Milchsaure, die entsteht, wenn Clostridium butvricum in Kohlenoxyd 
gart, haben wir in einigen Versuchen als Zinksalz nach einer Vorschrift 
von G. Kmbden' isoliert. Herr W. Liittgens fand bei der Analyse in dem 
kristallwasserfreien Zinksalz: 





( H Zn 
0 0 0 0 99 
Gefunden ..... Bab th cn ok Se 29,01 4,23 27,25 
Berechnet (C,;H,Os),Zn . .... 29,55 4,11 26,85 


|ax]p, fiir eine 1° ige wasserige Lésung des Zinksalzes bestimmt, 
war — 3°. Die Milchsaéure, die Clostridium butyricum in Kohlenoxyd 
bildet, ist also ein Gemisch von d 1- und d-Milchsaure. 


Anmerkung. Die Lésungen, in denen die Milchséiure nach Avery- 
Hastings bestimmt oder aus denen sie als milchsaures Zink isoliert wurde, 
enthielten nie Brenztraubensaéure. Dinitro-phenylhydrazin gab keine 


Fallung; Carboxylase bewirkte keine Entwicklung von Kohlensaure. Brenz- 
traubensaure verschwindet also, falls sie ein Zwischenprodukt der Garungen 
ist, in dem MaBe, als sie entsteht, sowohl bei der Butterséuregarung als auch 
bei der Milchséuregarung von Clostridium butyricum. 

Theorie der Umschaltung. Aus dem Vorhergehenden folgt, dab 
Kohlenoxyd nicht die Spaltung des Zuckers hemmt, sondern eine auf 
die Spaltung des Zuckers folgende Reaktion, bei der sich die Spaltungs- 
produkte des Zuckers zu Butterséure, Kohlensiure und Wasserstoff 
umlagern. 

Andererseits wei8 man aus Versuchen mit Milchséurebakterien und 
Hefezellen, daB keine Phase der Milchséuregaérung oder der alkoholischen 
Garung durch Kohlenoxyd gehemmt wird, weder die Spaltung des 
Zuckers, noch die Umlagerung der Spaltungsprodukte zu Milchsaure 
oder zu Alkohol und Kohlensaure. 

Ist nun ein Organismus imstande, die Spaltungsprodukte des 
Zuckers auf verschiedene Weise umzulagern, z. B. 

a Buttersiure, CO,, Hy. 

Zucker —> Spaltungsprodukte 

ub. Milchsiure. 
so wird es von den Geschwindigkeitskonstanten der beiden Sekundar- 
reaktionen abhangen, welche der beiden Garungen iiberwiegt. In 
Buttersaéurebakterien ist die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion II, 
groB gegen die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion I],. 


' Vel. diese Zeitschr. 160, 307, 1925. Butterséure und kleine Mengen 
anderer fliichtiger Sauren wurden nach dem Ausaéthern durch Wasser- 
dampfdestillation entfernt. 
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Hemmt man durch Kohlenoxyd die Reaktion L,, so wird die 
Konzentration der Spaltungsprodukte des Zuckers steigen, bis die 
Geschwindigkeit der Reaktion I], so groB geworden ist, wie vorher die 
Geschwindigkeit der Reaktion Il, war. Dann ist die Butterséuregérung 
quantitativ in Milchsiuregiérung umgeschaltet. Da die Garung nach der 
Umschaltung etwas kleiner ge- 





funden wird, hangt wahrscheinlich SS a, Se ES ee ee ee 
damit zusammen, daB Reaktion I ~ ee et 

durch die bei der Umschaltung i 100% Argon 

. o ‘ r 

sich anhaufenden  Spaltungs- oy, — basramn 

produkte gehemmt wird. pe | 


EinfluB der Wasserstoffionen- +844) 





; ; ie C+} cenit} —t 

‘onze » Ce , Sant —<a a” 
konzentration. Die Geschwindig te pane 95 Li Megan 
keit, mit welcher Clostridium $}—— basroum 4 __1__}__"F=== | 
butyricum, suspendiert in Phos- of RES PSA TE ——y 

wt i nage j}-—++—+ 
phatlésung, Glucose vergart, ist EE ees re Ee ee 
came ins iiaeiatiaiiaiaitiiaidies 56 58 60 62 64% 66 68 40 #2 
von der Wasserstoffionenkonzen- Dy der Phosphatlisungen 
tration der Phosphatlésungen Abb. 1. 
abhangig. Weniger abhangig Suspensions fliissigkeit: Mischungen yon m/10 
: See Wasneratelli salem KH, PO, und NagHPO,4, 1%/9 Glucose. 
von der Wasserstoffionenkonzen- Temperatur 7°C. 
tration ist die Buttersauregarung, 7 ee er 
wenn sie partiell durch Kohlen- co, +H, = mg Bakterien (trocken) < Stdn 
oxyd gehemmt ist. Daher 


kommt es, daB die Hemmung der Butterséiuregirung durch Kohlen- 
oxyd von der Wasserstoffionenkonzentration abhangt. 

In Abb. 1 ist die Butterséuregérung als Funktion von py auf- 
getragen. Man entnimmt aus der Abbildung, daB die Hemmung der 
Buttersduregérung durch 1,75 Vo!.-°/, CO betragt: 


pu 5,6: Hemmung der Buttersiuregirung. . . . . 23,5) 
pu 5,8: e = ‘a OS eee ee ae 
pu 6,1: “ ‘i os ek? Fee 
pu 6,64: a * a + ee ee eee 
pu 6,97: ‘s a ‘a ree: 
pu 7,15: me Fr A ites nk et Cae 


Variiert man auBer der Wasserstoffionenkonzentration den Partial- 
druck des Kohlenoxyds, so kann man die Dissoziationskonstante de1 
Fermentkohlenoxydverbindung!: 

: n Fe.CO 
ol ia °°? BO’ 


bei den verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen berechnen. 


1 W. Kempner u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 265, 245, 1933. 
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Ich finde bei + 7°C: 
pu 5,75: K (Mittelwert): 2,7 . 10-* (Atmosphiren) 
Pu 6,90: K aS 0,74 . 107? ne 


Zum Beleg dienen die Tabellen If und III. Bei der Berechnung 
von K habe ich die Garung, die man in 100 Vol.-° Kohlenoxyd findet - 
den ,,unhemmbaren Garungsrest, der bei verschiedenem px _ ver- 
schieden groB ist —, abgezogen. 


Tabelle II. 
Pro GefaB 25cmm Bakterien. Suspensionsfliissigkeit: m/10 Phosphat- 
puffer, pu 6,9, 1° Glucose. Temperatur -+- 7°C. 





100Argon 0,4CO 1CO 2C0 75C0 100 CO 


Gasmischungen, Vol.-°/o 99,6Argon 99 Argon 98 Argon 92,5Argon —_ 


emm Gas, in 49 Min. ent- 


wickelt ..... .|| 89,5 59,5 36.5 24,5 11 2 
Nach Abzug des un- | 

hemmbaren Restes . 87,5 57,5 34,5 225 |; 9 0 
n en i 0,655 0.395 0,257 0,108 

emm Gas in Argon 

: n 
- l - n PCo 

[Atmospharen] . . . 0,76. 10~? 0,66.10-? 0,7.19-? 0,84.10-? 





Mittel: 0,74.10-? 


Tabelle III. 


Pro GefaB 40 cmm Bakterien. Suspensionsfliissigkeit : m/10 Phosphat puffer, 
pu 5,75, 1% Glucose. Temperatur — 7°C. 





100 Argon 1c0O 2.5 CO 5CO 15CO 100 CO 


ae ne Tal .0/.° 
Gasmischungen, Vol.-9/9: 99 Argon | 97,5Argon) 95 Argon | 85 Argon 


emm Gas, in40 Min. ent- 


WINNS 26.05) 68 a 85.5 60,5 49,5 39,5 22 10,5 
Nach Abzug des un- 
hemmbaren Restes . 75 50 39 29 11,5 0 
the 1 067 | 062 089 015 | — 
emm Gas in Argon 
: n 
K- I os ‘Poo 
[Atmospharen]. . . 2.10-* |2,7.10-9|3,2.10-2|2,7.10-?; — 





Mittel: 2,7.10-? 


4, Die Girung von Clostridium butyricum in Blausiure. 


Wie bei der Kohlenoxydhemmung, so habe ich auch bei der Blau- 
siurehemmung der Garung von Clostridium butyricum die Gasent- 
wicklung, den Zuckerverbrauch und die Milchsaiurebildung bestimmt. 
Tabelle IV enthalt das Ergebnis eines Versuchs. 
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Tabelle IV. 
In jedem Gefé8 7,5cemm Clostridium butyricum, suspendiert in 3 ecm 
m/10 Phosphatputfer, px 6,64. Anfangskonzentration der Glucose 0,3. 
Temperatur +- 25°C. Dauer des Versuchs 18¢ Minuten. Gasraum: Argon. 





Blauséurekonzentration: 0 10-2 Mol/Liter 

cmm Gas entwickelt (CO, +H,)......2... 1065 22 
mg Milchsaure, gebildet . . . ; 0 1,1 mg 
Zuckerverbrauch, aus der Gasentwicklung berech net 

(Buttersduregirung) Ee 2,13 mg 0,04 ,, 
Zuckerverbrauch, aus der Mile hsiurebildung berechnet 

(Milchsauregarung) . . ; 0 > a 
Zuckerverbrauch, aus beiden Girungen berechnet . : 2,13 mg 1,14 , 
Zuckerverbrauch, gefunden ........... 215 , 0,96, 


Aus der Tabelle IV sieht man, daB die Garung, die ohne Blauséure 
eine reine Buttersiuregarung ist, in 10-?n Blauséure im wesentlichen 
eine Milchséuregérung ist. In bezug auf die ,,Umschaltung*® der einen 
Garungsart in die andere verhalt sich also Blauséure ahnlich wie Kohlen- 
oxyd. Doch hemmt Blausiure den gesamten Zuckerverbrauch 
starker als Kohlenoxyd, bei ungefaihr gleichen Hemmungen der Butter- 
siuregirung. Nach Tabelle IV ist in 10-?n Blausaure 


Die Hemmung der Butterséuregirung. . . . . . 98% 
Die Hemmung des Zuckerverbrauchs . . . . . . 56% 


Anmerkung. Die Hemmung der Buttersauregarung durch Blausaure, 
gemessen durch die Hemmung der Gasentwicklung, ist von der Temperatur 
abhangig, sie ist um so gréBer, je hoher die Temperatur ist. Die Hemmung 
der Butterséuregéirung durch Blauséiure ist ferner von der Zeit abhangig, 
sie nimmt mit der Zeit zu. Uber beide Einfliisse orientiert Tabelle V. 


Tabelle \V 





Temperatar — _~ Zugabe Konzentration der Blansiiure 
der Blausiure creeeaen new 
oC Min. 10-3 Mol L iter 10-2 Mol/Liter 
_7 | 10 keine Hemmung 22% Hemmung 
= 40 om # 60 92 a 
| 10 16% . 45% - 
er 30 3% 5 | 70% 
10 26 % 78° 
& | 4 - 4 Oo ” Oo 
+1 l 30 36% . s9y% = 
4 375 | 20 45°, * 82% 7 
" l 70 59%, “ 99%, Ps 


Theorie. Legt man das im vorigen Abschnitt gezeichnete Garungs- 
schema zugrunde, so hat man zwei Angriffspunkte der Blausdéure zu 
unterscheiden. Kleine Blausiurekonzentrationen hemmen nur die 
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Reaktion II, und schalten dadurch die Buttersiuregérung in Milch- 
siuregdrung um. Labt man die Konzentration der Blausdure auf 10-2 n 
steigen, so kommt eine Hemmung der Reaktion I hinzu, wodurch die 
Milchséuregérung gehemmt wird. 

Ist die Reaktion I allen Garungen gemeinsam, so sollten alle 
Garungen durch 10-* n Blauséure um etwa den gleichen Betrag gehemmt 
werden. Dies trifft ungefahr zu. Wie die Milchséuregarung in Clostridium 
butyricum, so wird die Milchséuregérung in Milchséurebakterien, die 
Milchsaéuregirung in Tumoren, die alkoholische Garung in Hefe durch 
10-* n Blauséure um etwa 50°% gehemmt. Wird aber eine Garung, wie 
die Buttersauregarung, durch kleinere Blauséiurekonzentrationen ge- 
hemmt, so ist nicht die Spaltung des Zuckers, sondern die Umlagerung 
der Spaltungsprodukte fiir die Hemmung mabgebend. So versteht 
man, warum es von den Endprodukten der Garung abhangt, wie emp- 
findlich eine Garung gegen Blausaure ist. 


5. Die Garung von Clostridium butyricum in Wasserstoff. 


Ich habe gefunden, daB molekularer Wasserstoff die Buttersiure- 
girung in Clostridium butyricum hemmt. Fiir die Versuche wurde 
entweder der im Handel befindliche Wasserstoff aus Stahlflaschen, 
der durch Elektrolyse gewonnen wird, verwendet, oder Wasserstoff, 
der im Kippapparat aus Salzsiure und Zink entwickelt und mit 
alkalischer Permanganatlésung gereinigt war. Cher  glithendes 
Kupfer geleitet, wurde der Wasserstoff von Sauerstoffverunreinigungen 
befreit. 

Folgende Hemmungen wurden gefunden (7,5 cmm Bakterien in 
2,6cem m/20 Phosphatpuffer, pu 6,64, 1°% Glucose, Temperatur 
+ 15°C): 





emm Gas, Hemmung der 
Gasraum in 20 Min. Gasentwicklung 
entwickelt 9 
WO Wei, SN a ek we 77,5 
2 Vol.-°% Hg, 98 Vol.-% Argon... . 63,5 18 
30 Vol.-% Hg, 70 Vol.-% Argon... 49,5 | 36 
OAM os a ee 40,5 | 48 


GréBere Hemmungen als 50% habe ich nicht gefunden; doch 
war der Druck des Wasserstoffs nie gréBer als eine Atmosphare. 


Die Hemmung der Buttersiuregirung durch Wasserstoff ist 
reversibel. Z. B. waren die Gasentwicklungen beim Wechsel von Argon 
und Wasserstoff (Druck der Gase eine Atmosphare, Suspensions- 
fliissigkeit und Temperatur wie oben, pro GefaB 10 cmm Zellen): 
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Gasraum . . Argon 
emm Gas, in 30 Min. entwickelt . . . 106 
v 


Gasraum . 


emm Gas, in 30 Min. entwickelt . . . 60 


Wasserstoff 


Wasserstoff 


61 
. 


Argon 


112 


Das wahrend der Hemmung durch Wasserstoff entwickelte Gas ist 
wie bei der ungehemmten Buttersdéuregérung ein Gemisch von gleichen 
Volumina Kohlenséure und Wasserstoff (vgl. Abb. 2). 


Vergleicht man, wie bei den Hemmungen 
durch Kohlenoxyd Blausaure, die Gas- 
entwicklung mit dem Verbrauch an Glucose, 
so findet man z. B. (pro GefaB 15 emm Zellen, 
in 3cem m/10 Phosphatpuffer, px 6,65, Anfangs- 
konzentration der Glucose 0,3°, Temperatur 
+- 15°C): 


oder 





Im Gasraum: Argon Wasserstoff 
emm Gas,in355 Min.entwickelt . || 1140 710 
Glucoseverbrauch bestimmt || 2,04mg 19mg 
Auch Wasserstoff hemmt also im wesent- 


lichen die Gasentwicklung (Buttersiuregarung) 
und nicht den Verbrauch an Glucose, also nicht 
die Spaitung des Zuckers, sondern eine be- 
sondere Umlagerung der Spaltungsprodukte. So 
versteht man, warum es von den Endprodukten 

















ad an oe Oe de | 
10} —+—+ 4+ 4 
100 | | é Gasraum:| Z 
| A 1 / 
H'—+ + (aa 
ee ae ee 
80|-+— +++ fit- 
| | pA 
70+ +—+ ft 
| | 
60 t—t 
50 
40 
30 
20+- 
10+ 
0 20 0 0 30 60 
Zeit in Minuten —> 
Abb. 2. 
Pro Gefi 12,5emm Bak- 
terien, suspendiert in 


3ecm m/20 Phosphat- 
puffer Py 6,64. 19/9 Glu- 





abhangt, ob eine Garung durch Wasserstoff ge- cose. Temperatar+16°C. 


; : ss Ausgezogene _ Linien: 

hemmt wird. Bekanntlich hemmt Wasserstoff entwickelte  Kohlen- 

ee i J a . Os - 1 shure. Gestrichelte 

weder die alkoholische Garung, noch die Milch- pr 
sduregérung in Milchsiurebakterien oder Tumoren. Wasserstoff. 


6. Vergiirung der Brenztraubensiure durch Clostridium butyricum. 


Setzt man zu einer Suspension von Clostridium butyricum in 
Phosphatlésungen statt Glucose Brenztraubensdure, so wird die Brenz- 
traubenséure unter Entwicklung von Kohlenséiure und Wasserstoff 
gespalten (siehe Protokoll). Bestimmt man dabei den Brenztrauben- 
siureverbrauch und die Gasentwicklung, so findet man, daB pro 
Mol gespaltener Brenztraubenséiure 1 Mol Kohlenséure und 0,8 Mole 
Wasserstoff erscheinen. Da bei der Spaltung der Brenztraubenséure 
durch Butterséurebakterien, nach C.Neuberg und _ B. Arinstein', 


1 C, Neuberg u. B. Arinstein, diese Zeitschr. 117, 269, 1921. 
20* 
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Essigsiure als Spaltungsprodukt auftritt, so wird die Brenztrauben- 
siure in Clostridium butyricum wahrscheinlich im wesentlichen nach 
der Gleichung: 
CH,COCOOH + H,0 = CH,COOH + CO, + H, 
gespalten. 
Die Geschwindigkeit der Gasentwicklung hangt von der Konzentra- 
tion der Brenztraubensaure und der Konzentration der Wasserstoff- 
ionen ab. Das Maximum liegt bei etwa 








i TT l] BEStaan pu 5(wahrend das Maximum der Butter- 
¥2\ f+ Xi w'sdrgn +7 sduregdrung bei etwa py 7 liegt). Die 
oe PT TY TTT) TT] Geschwindigkeit der Gasentwicklung aus 
33} |  Brenztraubensiiure bei py 5 ist etwa 
vel | 25°, gréBer als die Geschwindigkeit der 
F eat | Gasentwicklung aus Glucose bei py 7, 
St} ; bei optimalen Konzentrationen an Brenz- 
Bp traubensaéure oder Glucose. 
12} Die Spaltung der Brenztrauben- 
| 1 séure wird, wie die Butterséuregarung, 
b : ; 
Sees OR ee durch Kohlenoxyd reversibel gehemmt, 
WUE ae bo hava ig §=©— WObei die Wasserstoffionenkonzentration 
Pn, der Phosphatlesungen —> von EinfluB auf den Grad der Hem- 
Abb. 3. mung ist. In Abb.3 ist die Gasent- 


Suspensionsfiissigkeit: Mischungen von wicklung aus Brenztraubenséure als 
RK > Ie > ang~ - " . 
m5 KH,PO, und Na, HPO,. Brenz- Punktion von py aufgetragen. Man 
traubensfure 1/20 molar. Temperatur 5 6 
+ 70C, entnimmt aus der Abbildung, dab 
iene ide eateteet die Hemmung durch Kohlenoxyd _be- 


y, oo e 
00. + H2 ~ mg Bakterien (trocken)x Stdn. tragt 


Hemmung der Brenztraubenséurespaltung durch 5 Vol.-° Kohlenoxyd: 


Pu Bic! se a Oy ee PH Be oe pie yee 
PH 5,1 6s eae % PH OP a be tk 35,5 % 
Pe 68 i RS he ES in 2 


Variiert man auBer der Wasserstoffionenkonzentration auch den 
Druck des Kohlenoxyds, so kann man die Dissoziationskonstante der 
" 3 n Fe .CO ; 
Fermentkohlenoxydverbindung: K = “Pco bei den 

. x ‘ 
l—n FeCO 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen berechnen. 


Ich finde bei: 
pu 5,1 K (Mittelwert) 1,88 . 10~-? (Atmosphiaren) 
pu 6,1 K 45 5,4 .10-? ss 

Zum Beleg dienen Tabellen VI und VII. 
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Wie die Kohlenoxydhemmung der Buttersiuregdérung, so wird 
auch die Kohlenoxydhemmung der Brenztraubensaurespaltung bei 
Belichtung! kleiner. Die Lichtempfindlichkeiten sind in beiden Fallen 
nahezu gleich. 

Wie die Buttersiuregirung, so wird auch die Brenztraubensaure- 
spaltung in Clostridium butyricum durch molekularen Wasserstoff 
gehemmt. 

Im ganzen scheint, daB das Ferment in Clostridium butyricum, 
das die Brenztraubensdure spaltet, identisch ist mit dem Ferment, welches 
die Spaltungsprodukte des Zuckers in die Endprodukte der Buttersaure- 
garung umlagert. 

Tabelle VI. 
Pro GefaB 45,5cmm Bakterien. Suspensionsfliissigkeit: m/5 Phosphat- 
puffer. pH 6,1. m/20 CH,—CO—COONa. Versuchstemperatur + 7° C. 





100 Argon 3.5 CO 7CO 14C0O 28 CO 100 CO 


woe ee To) 0 
Gasmischungen Vol.-9/, 96,5Argon 93 Argon 86 Argon 72 Argon 


emm Gas in 50 Min. 


entwickelt. . . . . 90,5 64 54 45 35,5 25,5 
Nach Abzug des un- 
hemmbaren Restes . 65 38,5 28,5 19,5 10 0 
y Ga: . ‘ ae 
n= ee heen 1 0,59 0,44 0,é 0,155 — 
cemm Gas in Argon 
5 n 
. l—n Poo 
{[Atmospharen]. . . — 5.10-* | 5,5.10-? | 6.107% |5,1.10-?; — 





Mittel: 5,4. 1072 


Tabelle VII. 
Pro GefaB 20 emm Bakterien. Suspensionsfliissigkeit : m/5 Phosphatpuffer. 
pu 5,1. m/20 CH,—CO—COONa. Versuchstemperatur + 7° C. 





ee pes _ 100 Argon 1,75 CO 3,5 CO 7CO 1400 : 

Gasmischungen Vol.-9/9: 98,25 Argon 96,5Argon 93 Argon 86 Argon 100 CO 
emm Gas in 50 Min. 

entwickelt. . . . . = 105,5 56 40 33 24 11 
Nach Abzug des un- 

hemmbaren Restes . 94,5 45 29 22 13 0 

emm Gas ae Fer ; 
oe er 1 0,475 0,395 0,23 0,14 
emm Gasin Argon 

. n 
K 1 ain « Poo 

{[Atmospharen]. . . — /1,6.10-2 \1,55.10-?|2,1.10-? 2,25.10-? 





Mittel: 1,88 - 10-2 


1 W. Kempner u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 265, 245, 1933. 
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Protokoll. 
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Bildung von Kohlensaure und Wasserstoff aus Brenz- 


traubensaure durch ,,Clostridium butyricum”™. 


Pro GefaB 12cmm Bakterien in 2,5 cem m/6 Phosphatpufferlésung. 





px 5,38. m/25 CH,—CO—COONa. Versuchstemperatur + 15°C. Gas- 
raumfiillung: Argon. 
Suspensionsvolamen . 2,5 ecm 2,5ceem 2,5 cem 
er a { 0,25 cem ide 
im Kinsats | 5% oige KOH-Lsg. 
0,2 cem Palladiummohr 
: p aoe } 5°%oige KOH-Lsg. (trocken) 
im Anhang ... . | ied" yeaa (H» == Absorptions- 
mittel) mittel) 
Fliissigkeitsvolumen 2,5 cem 2,95 eem 2,5 cem 


Gasraumyolumen .. . 
Gefaibkonstante fiir C O2 
Gefaibkonstante fiir Hz 


Gasentwicklung: 
In 90 Min. . . 


17,25 eem 16,39 cem 
Keo, = 1,89 


Ky, = 1,64 Ky, = 1,56 


+ 182mm (CO,+H,) + 93,5mm (Hy) 


17,16 cem 
Keo, = 1,88 


+ 97,5 mm (CO) 


Xu, = 93,5 m Ky, Xco, — 97.5 e Keo, 


- 146emm H, 


Hz. Ky, . Keo, 


Xoo.= 
co , , 
2 Ky, + 9,8.Keo, 


—179emm CO, 


= 183emm C0, 


Xy 146 
¢ s 2 at 0, 
a H Ku, , Koo, Xoo, ” 183 . 
RS 7 
0.8 * Koo, 


= 143cmm H, 




















Uber Hamoglobinkonzentrationsbestimmung im Blute. 
Von 


Béla Deutsch. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 24. September 1934.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Laszlo’ zeigte, daB die Himoglobinkonzentration des Blutes weder 
durch unmittelbare Spektroskopie, noch durch Bestimmung des Eisen- 
gehaltes des Blutes ermittelt werden kann. Die Methode nach Sahli ist 
nicht verlaBlich genug, um in physiologischen Experimenten angewandt 
zu werden. Die Genauigkeit der Methode nach Autenrieth und Kénigs- 
berger ist nicht entsprechend kontrollierbar. Von den oben erwahnten 
Methoden schien, wie ich? dies indirekt zeigen konnte, noch die letztere 
die besten Resultate zu liefern. Da aber die von mir nach der Vorschrift 
von Autenrieth und Dorner*® ermittelten Kalibrierungsdaten des Himo- 
globinkeiles nie mit den von der Fabrik Hellige angegebenen iiber- 
einstimmten, schien es mir angebracht, eine Methode ausfindig zu 
machen, die eine verléBliche Kalibrierung des Helligeschen Haimo- 
globinkeiles bzw. eine verlaBliche Haimoglobinbestimmung in physio- 
logischen Fliissigkeiten erlaubt. 


Beschreibung der Versuche. 


D. Keilin* beschreibt, daB sich in sauren Haminlésungen beim Stehen 
ein Niederschlag bildet; dieser Vorgang kann durch Zugabe eines geeigneten 
Schutzkolloids, wie z. B. Gummi arabicum, verhindert werden. Da _ ich 
nun bei meinen friiheren Versuchen immer Werte bekam, die einem — 
vielleicht scheinbaren Farbstoffverluste entsprachen, konnte man daran 
denken, da8 vielleicht auch aus Haminlésungen ein Teil des Farbstoffs 
ausfallt. Ich verainderte daher die Methode, indem ich zur Bereitung der 
zur Stammlésung notwendigen n/10 Salzsaure 0,2° Gummi arabicum 
zusetzte. In einem der Falle nahm ich auch die verschiedenen Verdiinnungen 
mit 0,2 %iger Gummi arabicum-Lésung vor. Die so erzielten Kalibrierungs- 
daten stimmen, wie aus Abb. | ersichtlich, mit meinen schon friiher mit- 
geteilten Resultaten gut iiberein und weichen von den von der Fabrik 
angegebenen Werten ungefahr um 20°, ab. Es kann also behauptet werden, 


1 Diese Zeitschr. 237, 483, 1931. — * Ebenda 238, 136, 1931. — 
3 Miinch. med. Wochenschr. 72, 1925. 4 Proc. of the royal soc. of London 


(B) 100, 1926. 
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daB diese von Keilin angegebene Erscheinung nicht zur Erklarung der oben 
beschriebenen Unstimmigkeiten beim Kalibrieren des Hamoglobinkeiles 
herangezogen werden kann. Da bei der Hamoglobinkonzentrationsbestim- 
mung dieselben chemischen Vorgange zu verzeichnen sind, wie bei der 
Kalibrierung, ist ohne entsprechende Kontrolle nicht geniigend Sicherheit 
dafiir vorhanden, da®B die Resultate frei von einem = systematischen 
Fehler sind. 

Um zu einer verlaBlichen Methode der Hamoglobinkonzentrations- 
bestimmung zu kommen, schien es zweckmaBig, auf Grund der von Dénes! 
gefundenen Verhaltnisse weitere Versuche anzustellen. Dénes fiihrt das 
im Blute enthaltene Hamoglobin in Himochromogen iiber, bestimmt die 























Hb % 
2 +———+ 
wt meee Tae -+—_1— oy (Pen +4 
18 |- 
—— ‘eames Ss 
|, 1 rn Pe —— a oe | 
2er- 3 ‘a i $+-—-—-+—4 
1 ud: Werte von Prerdehamoglobine 
behandelt mit Gummiarabicum.| _™ 
10: Mittelwerte meiner friheren > 
Kalibrierungsdaten. | | 
8-9: Werte der Originaltabelle ———} x 
PEER BS ae GOS SP A Ma 
0 U0 0 WD w | 
Shalenteie 
Abb. 1. 


Lichtabsorption dieser Hamochromogenlésung, schlieBt auf Grund des 
Absorptionsverhaltnisses auf die Hamochromogen- und gleichzeitig auf die 
Hamoglobinkonzentration der Lésung. Um nachzuweisen, daS dieses 
Verfahren sich zur Bestimmung der tatsachlichen Hamoglobinkonzen- 
tration des Blutes eignet, habe ich die durch diese Methode erhaltenen 
Hamoglobinkonzentrationswerte mit jenen Werten verglichen, die sich aus 
der Sauerstoffkapazitat des Hamoglobins ergaben. 

Die Hamoglobinkonzentrationswerte, ermittelt durch Bestimmung 
der Sauerstoffbindungsfahigkeit des Blutes, sind die eigentlichen Werte 
die wir anstreben, da der Sauerstoff im Blute praktisch vollstandig an 
das Himoglobin gebunden ist und wir andererseits die Konzentration 
eben jenes Stoffes bestimmen wollen, der unter physiologischen Um- 
stinden die Fahigkeit besitzt, Sauerstoff zu binden. 

Die Hamoglobinkonzentration von aus Pferde-, Rinder- und Hundeblut 
hergestellten Hamoglobinlésungen wurde folgendermaBen bestimmt: Ich 


! Diese Zeitschr. 255, 378, 1932. 
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habe von dem nach Wilistdtter-Pollinger, oder nach Hoppe-Seyler her- 
gestellten Kristallbrei, dessen Trockensubstanzgehalt stets aus zwei oder 
drei Parallelbestimmungen ermittelt wurde, eine kleine Menge genau 
gewogen, in Wasser gel6st und mit 40 °,iger Natronlauge versetzt, so daB 
die Endkonzentration der Lauge 0,6°, entsprach. Hierauf wurde mit 
Na,S,O, in Substanz reduziert, die Lésung mindestens !), Stunde gut 
verschlossen stehengelassen und sodann der Extinktionskoeffizient dieser 
Lésung mittels eines von Martens-Griinbaum modifizierten Kénigschen 
Spektrophotometer (mehrmals, zum letztenmal 1932 von Neumann! kali- 
briert) an den von Dénes angegebenen Stellen bei 555,8 my und bei 527,1 mu 
bestimmt. Aus den Extinktionskoeffizienten und den entsprechenden 
Absorptionsverhaltnissen konnte die Hamoglobinkonzentration der Lésung 
bestimmt werden. Da aber das Gewicht des gelésten Kristallbreies und 
das Ma8B der Verdiinnung bekannt waren, konnte der Trockensubstanzgehalt 
des Kristallbreies, aus welcher auch die zur Sauerstoffkapazitatsbestimmung 
verwendete Lésung hergestellt wurde, errechnet werden. Zur Kontrolle der 
Reinheit der Lésung wurde immer der Quotient der Extinktionen bei 
555,8 und 527,1 my ermittelt und nur jene Versuche in Betracht 
gezogen, bei denen der Wert dieses Quotienten innerhalb der Grenzen 
des Versuchsfehlers mit dem von Dénes errechneten Mittelwert 2,10 
iibereinstimmte. 

Die Kohlenmonoxyd- bzw. Sauerstoffkapazitit der Hamoglobin- 
lésungen wurde im Barcroftschen Differentialmanometer bestimmt. Bei der 
Herstellung der zur Verwendung gelangenden Hamoglobinlésung wurde 
von dem Kristallbrei, dessen Trockensubstanzgehalt direkt bzw. mit Hilfe 
des Spektralphotometers bestimmt wurde, 4 bis 5g genau abgewogen und 
in 0,1 °% igen Ammoniak gelést. Diese Lésung wurde mit aus Ameisensaure 
und Schwefelsiure hergestelltem und in Wasser gewaschenem Kohlen- 
monoxyd gesittigt und aus der so hergestellten Kohlenmonoxyd-Himo- 
globinlésung 3cem in die eine Birne des Apparates gebracht, waihrend 
die andere aber mit ebensoviel 0,1 %iger Ammoniaklésung beschickt 
wurde. 

Blut wurde von Mensch und Hund aus der gestauten Arm- bzw. Ober- 
schenkelvene, von Kaninchen aber aus einer an dem Ohr versetzten Wunde 
bzw. mit Hilfe von Herzpunktion genommen. Die Gerinnung des Blutes 
wurde mit Natriumoxalat verhindert, 0,3 bis 0,5 cem mit genau geeichter 
Pipette abgemessen und entsprechend verdiinnt. Die Bereitung der 
Hamochromogenlésungen aus dem _ verdiinnten Blute und die spek- 
trophotometrische Untersuchung, ferner Kohlenmonoxyd- bzw. Sauerstoff- 
kapazititsbestimmung desselben geschah nach der oben beschriebenen 
Weise. 

Zum Errechnen der Resultate bediente ich mich der Kalibrierungs- 
werte, die nach dem Prinzip Barcroft und Higgins? ermittelt werden kann. 
Dies schien mir deshalb notwendig, weil zwischen dem Luftdruck zur Zeit 
der Experimente und dem zur Zeit des Kalibrierens des Apparates wesent- 
liche Unterschiede bestanden, die aber den Wert der nach Méinzer und New- 
mann*® bestimmten K-Konstante schon wesentlich verandern kénnen. Um 
bessere Versuchsergebnisse zu erreichen, habe ich in samtlichen an Hamo- 


' Diese Zeitschr. 248, 208, 1932. — 2 J. of Physiol. 42, 512, 1912. 
3 Diese Zeitschr. 81, 319, 1917. 
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globinlésungen und in einigen am Blute ausgefiihrten Versuchen die Hamo- 
globinkonzentration aus der Kohlenmonoxydkapazitat bestimmt, um jenem 
Fehler vorzubeugen, welcher aus dem Umstand entstehen kénnte, wenn 
das Hamoglobin nicht vollstandig mit Sauerstoff gesattigt wurde. Es 
hat sich aber aus den Versuchsresultaten ergeben, daB dieser Fehler so 
gering ist, daB die Endresultate der Versuche durch ihn nicht beeinfluBt 
werden. 


Die in der Tabelle I zusammengestellten, an Haimoglobinlésungen 
gewonnenen Versuchsergebnisse zeigen, daB die aus Kohlenmonoxyd- 
kapazitat, aus Lichtabsorption im Hamochromogen, aus dem 
Trockensubstanzgehalt errechneten Werte der Hamoglobinkonzen- 
tration gut miteinander tibereinstimmen. Es ist aber auch weiter 
ersichtlich, daB die aus der Lichtabsorption im Hamoglobin er- 
rechneten Werte mit den durch die oben erwihnten Methoden ge- 
wonnenen gut iibereinstimmen. 


Tabelle I. 





Konzentration der Himoglobin- 





@ des lésung, berechnet aus 

ee aoe Hamo- CO- absorp tevihin doen 
“eee . chromogens Kapa- ~sae substanz- tion im 

DOU | been otE pog, Zitit ahr.  Behalt | Hamo 

. 560,8 : ‘ mogen ‘sgemen 

Pferd Nr. I, 1. Kristallisation 1,50 2,09 10,8 | 11,2 11,4 10,9 
ee. % 1,51 2,10 53 56 55 | 52 
ot) Sc 1,57 2,03 91; 97) 92 | 91 
eS! ; , 1,57 2,04 42; 43) 438 | 40 
ee ‘ | 1,55 2,12 87! 85 | 88 | 8&5 
a ‘ 1,60 2,05 95 96 98 | 92 
a ” 1,59 2,13 90 89 90 | 88 
Rind , XI, 1. * 1,64 2,14 9,0; 9,0 8,9 8,5 
‘7 5 ae ee > 1,29 2,09 9,2) 9,2 9,5 — 
Hund , I, 1. 4 160 | 2,01 97 101 103 98 


Die Resultate der im Blute vorgenommenen Versuche sind in 
Tabelle II zusammengefaBt. Aus dieser geht hervor, daB die aus der 
Sauerstoffkapazitat und aus der Lichtabsorption des Hamochromogens 
errechneten Hamoglobinkonzentrationen einander gut entsprechen. 
Die Unterschiede zwischen den beiden Wertreihen betragen bis zu 
7,2°%, im Durchschnitt 2,4°,. Diese Differenz liegt innerhalb der Fehler- 
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Tabelle II. 





Hamoglobin- Hamoglobin- 
konzentration konzentration 
<a des Blutes é wer oe des Blutes 
a | ao berechnet aus - So berechnet aus 
Po) oe 2 =o 
‘ i= pacipaensinth tec : gg | See ee 
- » | &s8 ‘ t a 
Tier >. -) Licht- Tier o.. em Licht- 
S rs S Sauer- absorp- = Sm Sauer- absorp- 
_3 ac stoff- tion im 2 KS stoff- | tion im 
Pa e. kapa- H&mo- “e - kapa- | Hamo- 
zitat chro- zitit | chro- 
mogen mogen 
2,06 25,0 18,6 186 2,02 | 9,9 7,4 7,2 
2,04 17,5 131 130 Ikanin- |) 213 14,8 11,0 108 


205 194 145 | 14,0 | chen | 2.06 143 10,7 108 
200 246 184 185 2.09 17,7. 132 133 








2,05 14,8 11,0 10,3 F.Sz. || 2,14 | 21,3 15.9 16,9 

2.02 19,6 146 15,8 B.D. | 2,08 229 17,1 16,3 

Hund 2,00 21,3 159 15,7 St. W. 204 15,2 149 
2,04 26,1 19,5 18,8 J.B. 2.08 23,2 17,3 18,1 

2,06 235 17,5 17,1 A.D. | 218 200 149 | 14,7 

2,07 239 178 178 |S]I.B. | 212 189 134 138 

209 246 184 18,7 | E)J.K. | 213 20,7 154 | 154 

2,04 263 196 190 |“IL.F. | 215 231 17,2 16,7 

2,08 282 210 194 P.V. | 212 214) 160 158 

(| 209 184 13,7 | 13,6 B.D. | 2,06 21,7 162 151 
— 205 193 144 14,7 F.I. | 2,08 21,2 15,8 16,0 
li 210 195 145 | 134 Sz.M.| 2,12 23,0 17,1 169 





grenzen der beiden Methoden. Wenn wir in Betracht ziehen, daB 
der durchschnittliche Fehler bei der Barcroftschen Methode mit 
2.5%, der bei der Spektrophotometrie auch bei bester Chung mit 
3. bis 4°, angenommen wird, so geht hervor, daB die unter 
32 Versuchen in sechs Fallen gefundene 4- bis 7,2°%,ige extreme 
Abweichung sich aus der Summierung der Fehler der beiden Methoden 
ergeben kann. 


Der Grund dafiir, daB wir bei der Bestimmung der Hamoglobin- 
konzentration des Blutes durch Bestimmung der Lichtabsorption im 
Hamochromogen zu viel gleichmaBigeren Resultaten gelangen, als durch 
Bestimmung der Lichtabsorption des Hamoglobins, kann _vielleicht 
darin gesucht werden, daB, was auch Dénes erwahnt, die Lichtabsorption 
von Hamochromogen fast zweimal so groB ist, als jene von Hamoglobin, 
und dadurch die stérende Wirkung der im Blute vielleicht vorhandenen 
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Farbstoffe eine geringere ist. AuBerdem scheint Hamochromogen durch 
Kinfliisse, die beim Spektrophotometrieren vorhanden sein kénnen, 
weniger spaltbar zu sein als das Hamoglobin. 

Es lapt sich demnach zusammenfassend sagen, daB die durch die 
spektrophotometrische Bestimmung des Hamochromogens ermittelte Hiamo- 
globinkonzentrationsbestimmung zur Bestimmung der Hdamoglobinkonzen- 
tration im Blute ebenso geeignet ist, wie zur Bestimmung der Hamoglobin- 


konzentration reiner Hadmoglobinldsungen. 


Diese Arbeit wurde unter Leitung des Herrn weiland Prof. Paul Hari 


ausgefiihrt. 














Identifizierung der Pentose 
in vier Fallen chronischer Pentosurie. 


von 
Peter Balint. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
3udapest. ) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1934.) 


Seitdem die chronische Pentosurie durch Salkowski und Jastro- 
witz (1) entdeckt wurde, befaBten sich viele Autoren mit der Identifi- 
zierung der ausgeschiedenen Pentose. 


Neuberg (2) stellte fest, daB es sich um d,1-Arabinose handle, da der 
Zucker optisch inaktiv war und ein Diphenylhydrazon mit dem Schmelz- 
punkt 206° C lieferte. Dasselbe fanden auch Cammidge und Howard (3) und 
Wrezesnewski (4), Blumenthal (5) und Schiiler (6) fanden den Harn rechts- 
drehend und meinten, es wire |-Arabinose vorhanden. Lauzzatto (7) bestarkte 
diese Anschauung auf Grund der optischen Aktivitét des Phenylosazons. 
Elliot und Raper (8) glaubten, daB es sich vielleicht um Ribose handle. 
Levene und La Forge (9) berichten in ihrer ersten Mitteilung iiber Pentosurie 
iiber eine Pentose, deren spezifisches Drehungsvermégen + 17,5° betrug 
und deren Phenylosazon die Drehung + 0,86° zeigte. Dies bestatigte das 
Vorhandensein der |-Ribose. Spater beschrieben Levene und La Forge (10), 
wie auch Zerner und Waltuch (11), Hiller (12) und Greenwald (13) Falle, 
bei denen es sich um eine Pentose handelte, die der Xylosegruppe zugehérte. 
P. Hari (14) untersuchte fiinf Falle chronischer Pentosurie und seine 
Ergebnisse deckten sich beinahe in allen Punkten mit denen von Levene 
und La Forge (10). Hari trachtete bei seinen Versuchen durch ein Anreiche- 
rungsverfahren eine konzentrierte Lésung darzustellen, in welcher er ver- 
suchte, durch Bestimmung der Reduktionsfahigkeit und der optischen 
Aktivitaét das spezifische Drehungsvermégen des Zuckers zu ermitteln. 
Er fand aber kein konstantes Verhiltnis zwischen Reduktionsfaihigkeit 
und optischer Aktivitat und da Hari (14) die Darstellung eines Hydrazons 
nicht gelang, war es ihm auch nicht méglich, durch Spaltung des letzteren 
das spezifische Drehungsvermégen der Urinpentose festzustellen. So gingen 
Levene und La Forge (10) vor, denen es gelungen war, durch Spaltung des 
p-Bromphenylhydrazons der Urinpentose das spezifische Drehungsvermégen 
an der reinen Zuckerlésung zu bestimmen. 

Auf Hdris Anregung wurden vier von seinen fiinf Fallen von mir 
neuerlich untersucht, wobei ich trachtete, durch Anderungen der 
Anreicherungsmethodik ein konstanteres Verhaltnis zwischen Drehung 
und Reduktionsfahigkeit zu erzielen, so das spezifische Drehungs- 
vermégen zu ermitteln und letzteres tiberdies durch Untersuchungen 
an einem dargestellten Hydrazon zu kontrollieren. Des weiteren sollte 
der Versuch unternommen werden, mit Hilfe von Osazonen die Urin- 
pentose niher zu charakterisieren. 
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Experimenteller Teil. 
Ejigenschaften des nativen Harns. 


Die Fehlingsche Probe war bei siémtlichen Harnen in der Siedehitze 
positiv. Desgleichen fielen auch die Orcinreaktion in der Modifizierung 
nach Bial und die Glucuronséureprobe nach Tollens-Neuberg-Sane yoshi 
positiv aus. Bei der Priifung auf Garfaihigkeit im Lohnsteinschen Apparat, 
wobei letzterer in einem Thermostaten bei 35°C gehalten und nach genau 
2 Stunden abgelesen wurde, ergaben sich Werte (in Glucose ausgedriickt) 
unter 0,10°,, ausgenommen zwei Fille, die auf 0,14 und 0,16 lauteten. 
In einem Halbschattenapparat nach Lippich mit zweiteiligem Gesichtsfeld, 
bei homogenem Natriumlicht, fand ich nach Versetzen mit 20°%iger Blei- 
zuckerlésung im 2-dm-Rohr Drehungen von — 0,03° bis +. 0,06°, im Mittel 

0,02°. 


Darstellung und Eigenschaften der angereicherten Lésung. 


Die Anreicherung an Zucker erfolgte durch Modifizierung des Ver- 
fahrens, das im Zusammenhang zuerst von Hari (14) angewendet wurde. 
1 bis 2 Liter Harn von ein und derselben Person wurden im Laufe von 
einer Woche gesammelt und hierbei im Eisschrank ohne Zusatz von irgend- 
einem chemischen Konservierungsmittel aufbewahrt. Bei der Aufarbeitung 
wurde groBes Gewicht auf die Einstellung einer ganz schwach  sauren 
Reaktion des Harns gelegt, die mit Lackmuspapier gepriift wurde; falls 
sie nicht alkalisch war, wurde durch Zugabe von verdiinntem Ammoniak 
schwach alkalisch gemacht und durch Zutropfen 5%iger Essigsiure auf 
eben deutlich saure Reaktion gebracht. Dann wurde der Harn mit Blei- 
zucker versetzt, bis sich kein Niederschlag mehr bildete, filtriert und das 
Filtrat mit Bleiessig (Plumbum acet. bas. sol. Ph. Hung. III) gefallt. Der 
durch Bleiessig erzeugte Niederschlag wurde am Filter gesammelt, etwa 
dreimal mit dest. Wasser gewaschen und im Becherglas durch Einleiten von 
H,S entbleit. Nun wurde die Fliissigkeit abermals filtriert, das Filtrat durch 
halbstiindiges Destillieren im Vakuum bei 30°C vom H,S befreit, die so 
erhaltene, stark sauer reagierende Fliissigkeit bis zum Verschwinden der 
blauen Kongoreaktion bei noch deutlich erhaltener positiv saurer Lackmus- 
reaktion ,,neutralisiert‘‘. 

Dies geschah bei einem Teil der Versuche mit Ag,CO,, bei einem anderen 
Teil der Versuche mit Ba(OH),. Wenn Ag,CO, verwendet wurde, 
wurde das iiberschiissige Ag durch H,S entfernt, filtriert, das Filtrat 
im Vakuum bei 30°C auf den etwa 10. bis 20. Teil des urspriinglichen 
Volumens eingeengt und mit Richterscher Tierkohle bei Zimmertemperatur 
entfirbt. Bei der Neutralisation mit Ba(OH), erfolgte Zusatz von krist. 
Barium hydricum Kahlbaum, wobei das iiberschiissige Baryt durch eine 
gesittigte K,SO,-Lésung gefallt, die Lésung durch Zentrifugieren vom 
Niederschlag befreit und im Vakuum bei 30°C auf etwa 100 ccm eingeengt 
wurde. Um das iiberschiissige K,SO, zu entfernen, wurde mit gleichem 
Volumen Alkohol versetzt, vom Niederschlag abfiltriert, wieder im Vakuum 
eingeengt und der Vorgang so oft wiederholt, bis sich bei der Zugabe von 
Alkohol kein Niederschlag mehr bildete. Endlich wurde auch diese Lésung 
durch Richtersche Tierkohle entfarbt. 


Wahrend Hdri (14) also die Fallungen mit Alkohol vor der Zugabe 
von K,SO, durchfiihrte und nach dessen Zugabe und Zentrifugieren die 
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klare, jetzt aber viel K,SO, enthaltende Lésung untersuchte, gab ich 
zuerst K,SQ, und nachher Alkohol zu, so daB mit Hilfe des letzteren 
das K,SO, durch Ausfallen in hohem Make wieder entfernt wurde. 
Ag,CO, wurde von Hari nicht verwendet. 

Die Fehlingsche Probe war bei diesen angereicherten Lésungen, 
beim Erwarmen zum Sieden, die Orcinreaktion nach Bial und die 
Glucuronséureprobe nach Tollens-Neuberg-Saneyoshi entsprechend 
stirker positiv, als beim nativen Harn. Die Priifung auf Garfahigkeit 
ergab Werte unter 0,16°%; einmal wurde 0,36°, und ein andermal 
0,24 °%, abgelesen. Die optische Aktivitaét der angereicherten Lésungen 
wurde im 2-dm-Rohr gepriift. Die Reduktionsfaihigkeit wurde nach der 
Titriermethode von Bertrand ermittelt und in Glucoseprozenten aus- 
gedrickt. 

Die optische Drehung, die Reduktionsfaihigkeit und das aus letzteren 
ermittelte spezifische Drehungsvermégen sind in Tabelle I zusammen- 
gefaBt. 

Tabelle I. 





| Reduktions- Spezifisches 


js ; 3 ae } , ie fahigkeit, Ireh S- 
Mr. || veruchaperten Neufrayigiert | Drehung. im ausgedrickt | "vermigen 
oo («Ip 

1 Agnes B. Ago COs + 0,26° 0,406 + 32,0 

2 - AgyC Os + 0,29 0,466 + 31,1 

3 ° Ba (OH), +031 0,468 + 33,1 

4 ‘ Ba (OH), + 0,50 0,786 + 31,8 

Ba Andreas B. Ba (OH), + 0,23 0,360 + 31,9 

5b . AgyCOx3 + 0,24 0,366 + 32,9 

6 . Ba (OH), + 0,22 0,340 + 32,4 

7a x Ag,COs + 0,17 0,264 + 32,2 

7b " Ba (OH)o + 0,18 0,276 + 32,6 

8 Kster B. AgyC Ox + 0,96 1,515 + 81,7 

9 Frau B. P. Ba (OH), + 0,18 0,281 + 32,0 

10 ‘ Ba(OH)» + 0,22 0,322 +- 34,2 
11 ‘i Ba (OH), + 0,33 0,503 + 32,8 


Mittelwert : + 32.4 


Es ergab sich also ein konstantes spezifisches Drehungsvermégen 
im Mittelwert von [a] = + 32,4°. 

DaB die im Urin vorhandene Pentose durch das Anreicherungs- 
verfahren keine Veranderung leidet, bestatigt folgender Kontroll- 
versuch: In 1000 ccm normalem Harn wurde 1g |-Xylose! geldst, 


' In meiner Mitteilung habe ich mich an die klassische Nomenklatur 
von E. Fischer angeschlossen. Es ist also unter Il-Xylose stets die rechts- 
drehende und unter d-Xylose stets die linksdrehende Form dieser Pentose 
zu verstehen. Dieser Nomenklatur bedienen sich Newberg, Hari, Levene, 
Zemplén usw., wogegen einige Autoren, so Abderhalden und Karrer, unter 
d-Xylose die rechtsdrehende Pentose verstehen. 
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dessen spezifisches Drehungsvermégen durch einen Vorversuch sich 
als + 18,7° ergab. Bei der Aufarbeitung durch das oben angegebene 
Anreicherungsverfahren [Neutralisation durch Ba(OH),] wurde die 
Lésung auf 50 ccm eingeengt. Die optische Drehung betrug +- 0,35°, 
die Konzentration nach Bertrand 0,95 °%, also das spezifische Drehungs- 
vermégen [a]3) = + 18,4°. 


Darstellung 
und Higenschaften des p-Bromphenylhydrazons. 


Die Darstellung des Diphenylhydrazons der Urinpentose war mir 
nicht gelungen. Bei einem derartigen Versuch, den ich in der Weise ausfiihrte, 
daB ich zu 60 cem der angereicherten Lésung (durch Ag,CO, neutralisiert) 
0,60 g Diphenylhydrazin Kahlbaum zugab und nach viertelstiindigem 
Erwarmen am siedenden Wasserbad das Gemisch 12 Stunden lang im Eis- 
schrank stehen lieB, fielen tiberhaupt keine Kristalle aus. DaB es sich um 
keinen Fehler im Vorgehen handelte, scheint der Versuch zu beweisen, 
bei dem ich 0,50g 1-Arabinose in dieselbe  angereicherte Lésung 
einfiihrte und nun in der gleichen Weise vorging, wie vorher  be- 
schrieben wurde. Schon beim Erwarmen begannen sich Kristalle aus- 
zuscheiden, die am Filter gesammelt, durch Lésen in Pyridin und Fallen 
durch Wasser umkristallisiert und im Vakuum iiber Chlorealcium ge- 
trocknet wurden. Ihr Schmelzpunkt, im Rothschen Apparat bestimmt, 
betrug 204°C. 


Um das p-Bromphenylhydrazon der Urinpentose darzustellen, ging 
ich in der Weise vor, daB ich die von Greenwald (13) modifizierte Methode 
von Levene und La Forge (10) in Einzelheiten verainderte. Zu 20 cem einer 
mit Ag,CO, neutralisierten angereicherten Lésung, welche 1,0g Urin- 
pentose enthielt, wurde die Lésung von 1,0g p-Bromphenylhydrazin 
Kahlbaum in 30 eem Alkohol hinzugefiigt und das Gemisch ohne vorgehendes 
Erhitzen in einen Vakuumexsikkator iiber festes KOH gestellt. Greenwald 
konnte nach einigen Stunden durch Zugabe von eiskaltem Wasser zur 
sirupartig eingedampften Fliissigkeit das p-Bromphenylhydrazon_ fillen, 
ich erhielt aber bei diesem Vorgehen keinen Niederschlag. Ich hatte also 
eingetrocknet, bis sich eine braune, klebrige Masse bildete. Diese wurde in 
heiBem Alkohol gelést, die unléslichen Verunreinigungen durch Filtrieren 
entfernt, das Filtrat mit kaltem Wasser gefallt und in den Eisschrank 
gestellt. Am nachsten Tage wurden die reichlich ausgeschiedenen Kristalle 
am Filter gesammelt, in alkoholfreiem Ather suspendiert, der dunkel- 
gefarbte Ather dekantiert und dieser Vorgang so oft wiederholt, bis der 
Ather farblos blieb. Nun wurden die Kristalle abgenutscht, schnell mit 
Alkohol und Wasser gewaschen und iiber Chlorecalecium im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. Aus den mit Ba(OH), neutralisierten angereicherten 
Lésungen gelang es mir in  keiner Weise das p-Bromphenylhydrazon 
darzustellen. 


Ein auf beschriebener Weise dargestelltes Praparat lie8 ich von Herrn 
Dr. E.Schadendorff am medizinisch-chemischen Institut der Universitét 
Graz analysieren, wobei ich folgendes Ergebnis erhielt (Trocknung_ bei 
100°C im Vakuum; Bestimmung des N nach Dumas-Pregl; Bestimmung 
des Br nach der Perlenrohrmethode von Pregl): 
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4,143 mg Substanz, 6,26mg CO, und 1,84mg H,O = 41,21 % C und 4,97 °4 H 


4,196 ,, re 6,38 ,, CO, ,, 1,75 ,, H,O=41,47%C ,, 4,67% 
4,350 ,, re 0,331 cem N, bei 733 mm Hg und 23° C = 8,46°% N 
4,296 ,, Ps 0,338 , N, , 733 , Hg , 24°C = 8,72%N 
5,500 ,, s 3,19mg AgBr = 24,68 % Br 

5,581 ,, o 3,25 ,, AgBr = 24,78% Br 


Mittelwerte ...... . . 41,34%C, 4,82% H, 8,599% N, 24,73% Br 
Fiir p-Bromphenylhydrazon 
berechnet . . .... . . 41,38%C, 4,70% H, 8,78% N, 25,08% Br 
C;H,,0,=N—NH—C,H, Br 
Analysenwerte von Levene u. 
LaFogs ........ &48%C, 476% 8, ° — = 

Die Analysenwerte meines Priaparates stimmen also mit jenen von 
Levene und La Forge und mit den fiir p-Bromphenylhydrazon berechneten 
Werten iiberein. 

In Tabelle I] sind die Schmelzpunkte und optischen Aktivitaten 
der p-Bomphenylhydrazonpraparate der Urinpentose und der |-Xylose 
angegeben, welch letzteres zu Vergleichszwecken dargestellt wurde. 
Die optische Drehung wurde durch Lésen von 0,10 g Substanz in 10 cem 
Alkohol und Ablesen im 1-dm-Rohr gepriift. 


Tabelle II. 








Drehung 
pan Dargestellt nach Schmelz- 
p-Bromphenylhydrazon der : : PsA 
der Methode von punkt oe see nach 24Std. 

Urinpentose 

Andreas B.. .... Levene usw. 128 — 0,17° + 0,27° 

ee are % % 128 bis 129|| — 0,16 + 0,26 

Pred B. Py. se. * ‘ 129 — 0,16 + 0,27 
Il-Xylose . . .... . = Naumann (15) 128 — 0,05 + 0,08 


Bemerkt sei, daB Levene und La Forge (10) bei ihren Praparaten den 
gleichen Schmelzpunkt 128 bis 129°C, Greenwald (13) 127 bis 132°C 
gefunden haben. 

Zur Ermittlung des spezifischen Drehungsvermégens der Urin- 
pentose in reiner Lésung fiihrte ich zweimal eine Spaltung des p-Brom- 
phenylhydrazons nach der Methode von Levene und La Forge (10) durch. 
0,322 bzw. 0,410 g des Hydrazons (dargestellt aus Urinpentose von 
Ester B. bzw. Andreas B.) wurden in 20 cem Wasser gelést, 0,30 baw. 
0,40 g Benzaldehyd zugegeben und */, Stunden lang am siedenden 
Wasserbad gehalten. Das Hydrazon des Benzaldehyds begann sich 
sofort abzuscheiden. Das Gemisch wurde filtriert, das Filtrat viermal 
mit Ather extrahiert, im Vakuum bei 30°C konzentriert, in einem 
Kolben auf 20 cem erginzt. Im Filtrat waren nach Berechnung 0,152 
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bzw. 0,193 g, also 0,760 bzw. 0,965°, Pentose. Die Drehung betrug 
im 2-dm-Rohr + 0,51 bzw. + 0,66°, also das spezifische Drehungs- 
vermégen [«]7) |- 33,6 bzw. + 33,2°. Die auf dem gleichen Wege 
ermittelten spezifischen Drehungsvermégen waren bei Levene und 
La Forge (10) +- 33,15°, bei Greenwald (13) + 34,8°. 

In beiden reinen Pentoselésungen wurde die Wollstdtter-Schudel- 
sche (16) Aldosebestimmung ausgefiihrt. Es ergab sich, daB 2 cem der 
Lésungen 0,03 bzw. Ocem n/10 Jodlésung verbrauchten, also eine 
Aldopentosekonzentration von 0,011 bzw. 0%, ergaben, so daB es sich 
um eine Aldose nicht handeln konnte. Zur Priifung der Methode wurden 
1,062 g 1-Xylose in 100 cem Wasser gelést und die Aldopentosekonzen- 
tration nach Willstatter-Schudel 1,061°, gefunden. Fructose — unter 
denselben Umstainden — reagierte mit Jod iiberhaupt nicht. 


Darstellung und Eigenschaften der Phenylosazone. 


Um die Charakterisierung der Urinpentose zu vervollstandigen, habe 
ich Phenylosazone sowohl aus dem nativen Harn, als auch aus der an- 
gereicherten Lésung dargestellt und zum Vergleich auch Arabinose- und 
Xylosephenylosazone bereitet. Die Darstellung erfolgte durch die all- 
gemeine Methodik, wie bei Haar (17) angegeben ist. Die Schmelzpunkte 
und Drehungen, die mit den Daten von Levene und La Forge (10), Zerner 
und Waltuch (11), Hiller (12), Greenwald (13) und P. Hari (14) iiberein- 
stimmen, sind in Tabelle III wiedergegeben. Zur Bestimmung der optischen 
Aktivitaét wurde nach der Neubergschen (18) Vorschrift 0,200 g Osazon in 
einem Gemisch von 4 ccm Pyridin und 6 cem Alkohol gelést und im 5-cm- 


Rohr abgelesen. 
Tabelle ITI. 





I 





i : . Drehung 
Phenylosazon der Schmelzpunkt gleich nach ein ki ine 

I cg a ie aoa ee 163 + 0,52° + 0,32° 
d-Arabinose* . RA eS us TRIN ie 163 — 0,50 + 0,80 
eo te ath piety ae Gea face Pe ar 165 — 0,16 — 0,29 
Urinpentose aus nativem Harn . . 162 + 0,16 + 0,35 
Urinpentose aus angereicherten 

Lésungen 

RS 162 + 0,18 + 0,34 

NTI 6. hd 6 igs ca ORS RE 162 + 0,16 + 0,36 

ean Ae mera 163 + 0,16 + 0,35 
1-Xylose + Harnpentose ana... . 203 +0 +0 
1-Arabinose + Harnpentose ana . . 177 + 0,21 + 0,33 


* Diese Daten sind von Levene und La Forge (10) tibernommen. 


Versuchsergebnisse. 
Der positive Ausfall der Bialschen Probe mit den beiden Absorp- 
tionsstreifen im Rot, die Analysenergebnisse und der Schmelzpunkt 
des Phenylosazons bei 160 bis 164°C begriinden den SchluB, daB tat- 
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siichlich eine Pentose vorliegt. Die optisch aktiven Phenylosazone 
k6énnen auf Grund ihrer Mutarotation in zwei Gruppen eingeteilt werden, 
und zwar in die Arabinosegruppe (Arabinose, Ribose und Ketoarabinose) 
und in die Xylosegruppe (Xylose, Lyxose und Ketoxylose). Erstere 
ist durch abnehmende, letztere durch zunehmende optische Aktivitat 
charakterisiert. Jede hat eine rechts- und eine linksdrehende Form 
und auBerdem eine optisch inaktive d,]-Form. Unsere Pentose ist auf 
Grund der zunehmenden Rechtsdrehung der d-Xvlosegruppe zuzu- 
zihlen. (Arabinose kann auch wegen der Nichtdarstellbarkeit des 
Diphenylhydrazons ausgeschlossen werden.) Diese Auffassung wird 
auch durch den Umstand erhartet, daB bei einem Gemisch von Urin- 
pentosazon und |-Xylosazon zu gleichen Teilen ein Schmelzpunkt 
bei 204°C ermittelt wurde, der nach Zerner und Waltuch (11) dem 
Mischschmelzpunkt des d, l-X-ylosazons entspricht. Zu dieser d-X ylose- 
gruppe gehéren: d-Xylose, ]-Lyxose und d-Ketoxylose. Von diesen drei 
Pentosen kann die d-Xylose wegen der Linksdrehung und die 1-Lyxose, 
deren p-Bromphenylhydrazon einen Schmelzpunkt bei 158° C verlangt, 
wegen des bei dem Urinpentose-p-bromphenylhydrazon gefundenen 
Schmelzpunkt bei 128 bis 129° C ausgeschlossen werden. Der negative 
Ausfall der Willstdtter-Schudelschen (16) Aldosebestimmung weist mit 
Sicherheit auf das Vorliegen einer Ketose hin. Es darf daher der SchluB 
berechtigt erscheinen, daB es sich um d-Ketoxylose der nachstehenden 
Formel handelt: 


CH, OH 
éo 
H—C_OH 

HO—C—H 
é H, OH. 


Aus der Bestimmung der optischen Aktivitat und der Reduktions- 
fahigkeit der angereicherten Lésungen ergab sich ein spezifisches 
Drehungsvermégen von + 32,4°. Die Einzelwerte zeigen, wie aus 
Tabelle I ersichtlich, betraichtliche Schwankungen, die folgende Ursachen 
haben kénnen: 1. In der angereicherten Lésung war immer eine variable 
Menge optisch aktiver und reduzierender Substanzen vorhanden, was 
der positive Ausfall der Tollens-Neuberg-Saneyoshischen Glucuron- 
siureprobe bestatigt. 2. Die Drehungswerte sind so gering, daB der 
Versuchsfehler betraichtlich ist. 3. Die Reduktionsfahigkeit nach Ber- 
trand war in Glucose und nicht in der unbekannten Pentoseart aus- 
gedriickt worden. 

Dieses spezifische Drehungsvermégen von -+ 32,4° kann daher als 
in guter Ubereinstimmung stehend mit dem spezifischen Drehungs- 
21* 
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vermégen von -+- 33,49 angesehen werden, das ich in der reinen Pentose- 
lésung, nach Spaltung des p-Bromphenvlhydrazons erhalten habe. 
Hierbei sei angefiihrt, daB Levene und La Forge (10) auf letztere Weise 
33,15°, Greenwald (13) +- 34,8° fiir das spezifische Drehungsvermégen 
der Urinpentose fanden. 
Zusammenfassung. 
Das spezifische Drehungsvermégen der Harnpentose wurde in der 
angereicherten Lésung mit -}+ 32,4°, in den reinen Pentoselésungen mit 
33.4° ermittelt. Die Mutarotation und das Rechtsdrehen des Phenyl- 
osazons, der negative Ausfall der Willstdtter-Schudelschen Aldose- 
bestimmung und der Schmelzpunkt 128 bis 129° des p-Bromphenyl- 
hydrazons beweisen in unseren vier Fallen das Vorliegen einer d-Keto- 


xylose. 
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Uber die Art der Bindung der EiweiSverdauungsprodukte 
beim Ubertritt in das Blut. 
Von 
b. Lustig. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der F. A. Pearsonstiftung Wien LX.) 


(Eingegangen am 11. Oktober 1934.) 


Wahrend wir tiber die Abbauvorgainge der mit der Nahrung auf- 
genommenen EiweiBkérper verhaltnismaBig reichhaltige Kenntnisse 
besitzen, fehlen solche iiber die Art des Transportes derselben im Orga- 
nismus nach ihrer Aufnahme mit der Nahrung fast vollstandig. 


Die Resorption der EiweiSspaltprodukte aus dem Darm findet nach 
Untersuchungen von Mehring!, Wolf!, Lombroso', Sarzena*, und in Be 
statigung friiherer Befunde, hauptsachlich in Form von Albumosen und 
Pepton statt. Nach Untersuchungen von Wolf und Sarzena werden aus der 
geschlossenen Darmschlinge peptische Verdauungsprodukte rascher als 
Aminosiurengemische resorbiert. Mehring fand, daB aus dem Magen bis 
zu 60°, der gebildeten Peptone und Albumosen resorbiert werden.  Fiir 
die Resorption der Hauptmenge der EiweiBabbauprodukte in Form von 
Albumosen oder Pepton spricht auch, daB bei Zufuhr von Pepton in Form 
von langsam durchgefiihrten intravenésen Injektionen, die Tiere im Stick- 
stoffgleichgewicht gehalten werden kénnen, weiter, daB der fermentative 
Abbau der EiweiBkorper bis zu den Aminosaéuren verhaltnismaBig lange 
Zeitriume erfordert. Von E. Freund® ist zuerst darauf hingewiesen worden, 
daB bei Zufiigung von Witte-Pepton zu Serum ein Teil des nicht koagulier- 
baren Peptons in das koagulierbare EiweiB iibergeht, das der Pseudo- 
globulinfraktion angehért. Freund und Popper* fanden im Pfortaderblut 
von gefiitterten Tieren eine Vermehrung des hitzekoagulablen EiweiBes in 
der Pseudoglobulinfraktion. Bei Durchstr6mungsversuchen der Leber mit 
Pfortaderblut von gefiitterten Tieren, fanden sie eine Zunahme der FiweiB- 
spaltprodukte nach der Durchstr6émung, die bei Verwendung von gewoéhn- 
lichem, arteigenem oder artfremdem, oder inaktiviertem Blut zur Durch- 
stro6mung, oder bei Verwendung von Blut unter Zugabe verschiedener 
EiweiBkérper fehlte. Weitere Untersuchungen von Freund*® ergaben bei 
Vermischen von Witte-Peptonlésung mit Euglobulin, welehes durch Fallung 
mit Ammonsulfat bis zur !/,-Sattigung vollkommen ausfallbar war, nach dem 
Vermischen mit der Peptonlésung, einen neuen EiweiBkérper, welcher bei 
1/,-Sattigung mit Ammonsulfat in Lésung blieb, bei !/,- bis '/,-Sattigung mit 
Ammonsulfat fallbar war und Hitzekoagulation zeigte. Der weitere Transport 
der EiweiBabbauprodukte geschieht mit Hilfe der SerumeiweiBkérper, weil 
diese, was besonders die Untersuchungen von Bennhold ® in den letzten Jahren 


1 Siehe Zusammenfassung Lombroso, Ber. ii. d. ges. Phys. 75, 475, 1934. 


— ® Ebenda 75, 294, 1934. 3 Wiener klin. Wochenschr. Protok. d. Ges. d. 
Arzte 1905, S. 1257. 4 Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 1, 1907; 
diese Zeitschr. 215, 275, 1909. 5 Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 


42, 273, 1932. 
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zeigten, in erster Linie eine Vehikelfunktion besitzen, nicht aber nach den 
alteren Anschauungen nur Durchgangsstadien verschiedener Umsatz- 
prozesse im Organismus sind. 

Wir fiihrten unsere Untersuchungen in der Weise durch, daB wir 
unter verschiedenen Umstanden Proto-, Deuteroalbumosen, Peptone 
und die einzelnen Aminoséuren zu frischem Serum gaben und dann 
nach der Hitzekoagulation den Reststickstoff bestimmten. Da die 
zuerst mit Handelspraparaten durchgefiihrten Versuche wechselnde 
tesultate ergaben, fiihrten wir die Versuche mit frischen, selbst her- 
gestellten Praparaten durch. 

Die Darstellung geschah in der Weise, daB mageres Rindfleisch nach 
kurzem Aufkochen in Wasser fein zerkleinert und 24 Stunden mit Pepsin- 
(1: 3000)HCl im Brutschrank verdaut wurde. Die Lésung wurde dann 
filtriert, das Filtrat mit der Hitzekoagulationsprobe auf das Fehlen von 
hitzekoagulablem EiweiB gepriift und dann im Vakuum bei 40° auf das 
der urspriinglichen Rindfleischmenge entsprechende Volumen eingeengt. 
Die Lésung wurde nach der Neutralisation mit Kochsalz gesattigt, und die 
ausgeschiedenen Protoalbumosen abfiltriert. Aus dem Filtrat wurden die 
Deuteroalbumosen durch Anséuern mit einigen Tropfen Eisessig und 
Stehenlassen iiber Nacht gefallt. Die Albumosenfraktionen wurden durch 
Wiederholung der Kochsalzsattigung bzw. Kochsalzsattigung-Essigsaéure 
gereinigt. Das Filtrat der Albumosenfallung wurde nach Verdiinnen auf 
etwa das 30fache als albumosenfreies Pepton fiir die Versuche verwendet. 
Die verwendeten Aminosaéuren stammten von Hoffmann-La Roche. Die 
Durechfiihrung der Versuche geschah in der Weise, daB die Substanzen in 
physiologischer Kochsalzlésung in der Hitze gelést und filtriert wurden. 
Von den Lésungen wurde méglichst genau der Stickstoffgehalt bestimmt. 
Es wurden dann in Parallelbestimmungen zu 5 cem Pferdeserum 1 cem der 
zu untersuchenden Lésung hinzugefiigt, durchgemischt, dann nach weiterer 
Zugabe von 5ccm 10°%iger Natriumsulfatlésung und 3 bis 4 Tropfen 
20% iger Essigsaure durch Aufkochen hitzekoaguliert, filtriert und vier- 
bis fiinfmal mit 5 bis 6cem heiBem Wasser nachgewaschen. Gleichzeitig 
wurde vom Serum auf die gleiche Weise der Reststickstoff bestimmt. 
Das verwendete Pferdeserum stammte von jungen Tieren und wurde 
spatestens 5 Stunden nach dem Tode des Tieres verarbeitet, weil Versuche 
ergaben, daB Pferdeserum nach langerem Stehen veranderte Resultate 
ergibt, worauf wir im Laufe unserer Versuche noch zuriickkommen werden. 
Der Reststickstoff der verwendeten Pferdesera schwankte zwischen 30 
bis 45 mg-%. 

Es wurden zuerst Versuche mit wechselnden Mengen von Albu- 
mosen, Peptonen und Aminoséuren durchgefiihrt. Die bei diesen Ver- 
suchen gefundenen Werte sind in der Tabelle I vereinigt. 

Diese Versuche ergaben, daB bei der Hitzekoagulation ein Teil 
der zugegebenen Peptone und Albumosen mit den EiweiBkérpern aus- 
fallen, waihrend die Aminoséuren vollstaéndig im Reststickstoff wieder 
erscheinen. Am starksten werden die Deuteroalbumosen, dann die 
Protoalbumosen, am wenigsten die Peptone an die EiweiBkérper ge- 
bunden. Die Verwendung wechselnder Albumosen und Peptonmengen 
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Tabelle I. Versuche mit wechselnden Substanzmengen. 














Davon bei der Davon bei der 
Hitzekoagu- Hitzekoagu- 
lation mit den lation mit den 
Zuge- | Eiweifikérpern Zuge- | Eiweifikérpern 
gebene ausgefiallt i rebene ausgefallt 
Verwendete Substanz Menge ————— oan "ees eens —— 
in in %Jy [a in in %» 
mg N fs der da- mg N te der da- 
> zugege- » zugege- 
mg N  penen mg N  benen 
Menge Menge 
Protoalbumosen . 9,05 1,84 14,8 | Pepton. . . | 36,88 2,08 58 
ie ee 6,54 1,24 19,0 wir ee ee 143 73 
= a 5,88 1,21 | 20,6 * . . . | 10,56 0,86 81 
s . . | 3,71 || 0,68 | 18,2 ee 0,12, 2,0 
> || 29 " 
. - + | 1,86 | 0,24 | 12,9 | Givkokoll. . /2035 0,21' 1,0 
Deuteroalbumosen . | 6,6 1,40 21,0 m . . 110,17 | 0,02] 0,2 
t . | 582 | 142 26,8 » «| 5,08 +002) — 
6 0: 5,0 ee = 
- 2,66 | 39 «15, Histidin . . 5,02 0,00 0,0 
~ .. || 2,51 +4+0,02, — 


ergab bei den Albumosen das Maximum der Adsorption an die EiweiB- 
kérper bei etwa 5 bis 6 mg Albumosen-N auf 5ccm Serum. Bei Ver- 
wendung gréBerer Mengen stieg die absolute Menge der mit den Eiweib- 
kérpern mitgefallten Albumosen, prozentual nahm ihre Menge ab. 
Bei Verwendung geringerer Mengen nahm der mit den Eiweibk6érpern 
gefallte Anteil sowohl absolut, wie relativ ab. Mehrfache Wieder- 
holungen dieser Versuche ergaben gleichartige Resultate. Die Ergebnisse 
dieser Versuche scheinen uns ein Hinweis dafiir zu sein, daB ein Teil der 
Albumosen von den EiweiBk6érpern auch in dem nicht hitzekoagulierten 
Serum adsorptiv gebunden werden. Dafiir spricht auch, daB die hoch- 
molekularen Albumosen am starksten, Pepton nur in geringem Mabe, 
wahrend Aminoséuren tiberhaupt nicht gebunden wurden, ebenso die 
bei wechselnden Albumosenmengen auftretenden RegelmaBigkeiten. 
Parallelversuche, bei denen bei einem Teil der Versuche nach Hitze- 
koagulation statt vier- bis fiinfmal, acht- bis zehnmal mit heiBem 
Wasser nachgewaschen wurde, ergaben untereinander gleiche Resultate, 
was ebenfalls dafiir spricht, daB die Albumosen bei der Hitzekoagulation 
nicht nur mitgerissen werden, sondern wirklich adsorptiv an die EiweiB- 
kérper gebunden sind. Versuche mit anderen EnteiweiBungsmethoden 
kamen nicht in Betracht, weil bei diesen! die Substanzen des Rest- 
stickstoffs, besonders die Albumosen, teilweise oder ganz mitgefallt 
werden. 

Da, wie schon vorher erwahnt wurde, Vorversuche Differenzen bei 
Verwendung des gleichen Serums an mehreren aufeinanderfolgenden 


1 Siehe Sopp, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 46, 1934. 
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Tagen ergaben, wurden Versuche mit der gleichen Substanzmenge und 
dem gleichen Serum in der Weise durchgefiihrt, daB das verwendete 
Serum gleich nach Erhalt desselben, sowie nach 1 bis 8 Tagen ver- 
wendet wurde. Das Serum wurde im Eiskasten aufbewahrt. Die bei 
diesen Versuchen erhaltenen Resultate sind in Tabelle II -vereinigt. 


Tabelle II. Versuche mit Serum von verschiedenem Alter. 





Davon bei der Hitzekoagulation 
mit den Eiweifkérpern aus- 





Zugegebene efallt 
Verwendete Substanz gonetheng eons = — 
‘ : in mg N in ©) der 
in mg N dazugegebenen 
Menge 
Protoalbumosen . . .. . 3 Std. 5,88 1,08 18,4 
1 Tag 5,88 0,68 11,6 
A 2 Tage 5,88 0.60 10,2 
” Ee ae we 5,88 0,62 10,5 
» eee Gaia ae 5,88 0,58 9,9 
Deuteroalbumosen. .. . 3 Std. 6,68 1,65 24,7 
= arth de 1 Tag 6,68 1,28 19,5 
i yaks 2 Tage 6,88 1,20 18,0 
* hee ea oo 6,88 1,25 18.7 
» Foie oe S. 6,88 1,20 18,0 
ci ga ae a eas ae tare 3 Std. 10,56 0,80 7,6 
FTE Notes 1 Tag 10.56 0,76 7.2 
a 2 Tage 10,56 0,65 6,2 
ce IT PEN Eee ee —— 10,56 0,68 6,4 


Diese Versuche ergaben, daB das Adsorptionsvermégen der Eiweib- 
kérper gegeniiber den Albumosen schon 24 Stunden nach der Blut- 
entnahme um etwa ein Drittel vermindert ist, um dann so ziemlich 
auf der gleichen Hohe zu bleiben. Das an sich viel geringere Adsorptions- 
vermégen gegeniiber Pepton ist vom Alter des Serums nur wenig 
beeinfluBbar. Diese Versuche zeigten, daB die EiweiBkérper des 
Serums bei lingerem Stehen Alterungsvorgingen unterliegen. Die 
Veranderungen der Adsorption bei gealtertem Serum sind ein weiterer 
Beweis dafiir, daB die Albumosen und Peptone im nativen Serum an 
die EiweiBk6rper adsorbiert sind. 

Es wurden, um den Mechanismus des Adsorptionsvermogens naher 
zu erforschen, Versuche in der Weise durchgefiihrt, daB das Serum 
nach dem Versetzen mit den Albumosen oder Pepton 3 bis 5 Stunden 
im Brutschrank bei 38° aufbewahrt und dann erst enteiweiBt wurde. 
AuBerdem wurden bei anderen Versuchsreihen das Serum vor der 
Verwendung durch ein- bis zweistiindiges Erwairmen im Wasserbad, 
welches mit Hilfe eines Thermoregulators konstant auf 60° gehalten 
wurde, inaktiviert und dann erst mit Pepton und Albumosen wie oben 
behandelt. Diese Versuche ergaben keinerlei Differenzen gegeniiber 
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dem sofort verwendeten nativen Serum. Das Ergebnis dieser Befunde 
spricht dafiir, daB bei lingerem Erwarmen des Serums auf 60° der 
kolloidale Zustand der EiweiBkérper, sowie ihre chemischen Affinitaten 
nicht oder nur in geringem Grade verdndert werden. Es wurden dann 
Versuche mit gleichen Substanzen und Substanzmengen mit ver- 
schiedenen Seren durchgefiihrt, um die individuellen Differenzen zu 
erfassen. Die bei diesen Versuchen gefundenen Werte sind in der 
Tabelle III] vereinigt. 


Tabelle II]. Versuche mit verschiedenen Seren. 





Davon bei der Hitzekoagulation 
mit den Eiweifkérpern aus- 


Verwendete Substanz Serum —— = - . 
in mg N in %/g der 
in mg N dazugegebenen 

Nr. Menge 
Protoalbumosen . .... 6 6,08 1,25 20,5 
. Gill. Sah Tarng 7 6,08 1,09 18,0 
1 i WE at 8 6,08 1,02 16,8 
a4 + sh Re 9 6,08 1,36 22.4 
Deuteroalbumosen . 6 5,65 1,05 18,5 
* 7 5,65 1,31 23,2 
‘ 8 5,65 1,46 25,9 
optim $56 .etlaemhan 6 19,18 1,38 7,2 
* Pasa CR eh 7 19,18 1,13 59 
" mare Cacenn ate 8 19,18 1,30 6,8 
ae Oe, eee ee es Te i) 19,18 1,50 7,8 


Bei diesen Versuchen fanden wir, daB die verschiedenen Seren 
gegeniiber den einzelnen Substanzen ein differentes Adsorptionsvermégen 
zeigen, wobei bei der gleichen Substanz und Menge, zwischen den 
einzelnen Seren, Differenzen bis zu 30°, der Adsorptionswerte auftreten 
kénnen. Bei den weiteren Versuchen priiften wir den LinfluB der 
EiweiBkonzentration in der Weise, daB sowohl das Serum direkt, sowie 
das mit Ringerlésung aufs zwei-, vier- und achtfach verdiinnte Serum, 
mit den gleichen Proto-, Deuteroalbumosen und Peptonmengen ver- 
setzt und wie oben behandelt wurden. Das verwendete Serum hatte 
einen EiweiBgehalt von 8,2°%. Die gefundenen Werte sind in der 
Tabelle IV vereinigt. 

Diese Versuche ergaben, daB schon bei einer Verdiinnung des 
Serums mit Ringerlésung auf das Doppelte, das Adsorptionsvermégen 
fiir Albumosen auf etwa ein Fiinftel bis ein Achtel des unverdiinnten 
Serums sinkt. Bei weiterer Verdiinnung verschwindet das Adsorptions- 
vermégen vollstindig. Bei Pepton geniigt eine Verdiinnung des Serums 
auf das Doppelte, um ein vollstaéndiges Verschwinden des Adsorptions- 
vermégens zu erreichen. 
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Tabelle IV. Versuche mit verdiinntem Serum. 





Davon bei der Hitzekoagulation 








mit den Eiweifikiérpern aus- 
aaa P Gavain- Zugegebene gefallt 
erwendete Substanz verdiinnung in es aan | Ae ee 
in mg N dazugegebenen 
i} | Menge 
Protoalbumosen . 1 6,34 1,45 22,8 
A 2 6,34 0,19 3,0 
w 4 6,34 0,03 0,5 
. 8 6,34 0,05 0,8 
Deuteroalbumosen . 1 5,73 1,12 19,5 
a 2 5,73 0,26 4,5 
‘ ‘i 4 5,73 + 0,04 + 0,7 
ss 8 5,73 0,06 1,05 
Pepton . 1 19,18 1,25 6.5 
“teclieas en 2 19,18 — 0,05 — 0,3 
eke at oLe we >) ae 4 19,18 0,02 0,1 


Wir untersuchten weiter den HinfluB der EiweiBzufuhr per os auf das 
Serumadsorptionsvermégen. Zu diesem Zwecke wurden vom _§ gleichen 
Menschen Blut sowohl niichtern, wie auch 90 Minuten nach einer eiweiB- 
reichen Mahlzeit (bestehend aus vier Eiern und 50 g Hartkase) entnommen. 
Zu je 5 ecm des Niichternserums, sowie des Serums nach der EiweiBmahlzeit, 
wurden Deuteroalbumosen dazugegeben. Der Reststickstoff des Niichtern- 
serums betrug 25 mg-%, des Serums nach der EiweiBmahlzeit 57,4 mg-%, 
die Menge der zugefiigten Deuteroalbumosen entsprach pro Versuch 4,4 mg N. 
Das Niichternserum zeigte eine Adsorption von 11,4%, wahrend das Serum 
nach der EiweiBmahlzeit 28 % der zugefiigten Deuteroalbumosen adsorbierte. 
Das Adsorptionsvermégen wurde also durch die eiweiBreiche Mahlzeit 
gesteigert. Uber den Einflu8 verschiedener Ernahrung auf das Adsorptions- 
vermogen der Eiwei8kérper sind Untersuchungen im Gange. 


Wir versuchten nun durch Fraktionierung der SerumeiweiBkérper 
festzustellen, ob eine bestimmte EiweiBfraktion das Adsorptions- 
vermégen gegeniiber Albumosen in staérkerem MaBe besitzt. 


Zu diesem Zwecke wurden 500 cem Pferdeserum nach Verdiinnung mit 
physiologischer Kochsalzlésung auf das Doppelte mit dem gleichen Volumen 
gesattigter Ammonsulfatlésung gefallt und die Gesamtglobuline abfiltriert. 
Aus dem Filtrat wurden die Albumine durch Sattigung mit festem Ammon- 
sulfat gefallt. Beide EiweiBfraktionen wurden mit Ammonsulfat umgefallt 
und 8 Tage gegen flieBendes Wasser dialysiert. Die EiweiBlésungen wurden 
dann im Vakuum unterhalb 40° konzentriert. Der unlésliche Globulinanteil 
wurde durch Zugabe von Kochsalz (bis 0,8%) und einigen Tropfen Soda- 
lésung in Lésung gebracht. Der EiweiBgehalt der Globulinlésung betrug 
6,1%, der Albuminlésung 7,2%. Zu je 5cem der EiweiBlésung wurden 
Protoalbumosen entsprechend 6,34mg N gegeben und wie oben be- 
handelt. Diese Versuche ergaben bei den Globulinen ein Adsorptions- 


vermégen von 5,9%, wahrend bei den Albuminen keinerlei Adsorption zu 
beobachten war. Durch die Darstellung der Eiwei8k6érper ist das Adsorptions- 
vermégen gegeniiber dem urspriinglich im Serum vorhandenen vermindert. 
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Bei den weiteren Versuchen, bei denen nach Fraktionierung der Globuline! 
in einzelne Unterfraktionen, die Héhe des Adsorptionsvermégens fest- 
gestellt wurde, ergaben bei diesen ein negatives Resultat. 


Zusammenfassung. 

is wurde das Adsorptionsvermégen der Serumeiweibkérper gegen- 
iiber EiweiBspaltprodukten in der Weise untersucht, daB nach Zugabe 
derselben zum Serum und Hitzekoagulation der Stickstoffgehalt des 
Filtrats bestimmt wurde. Diese Untersuchungen ergaben, in Vervoll- 
stindigung friiherer Angaben von Freund, daB Proto- und Deutero- 
albumosen bis zu einem Viertel der zugegebenen Menge von den Serum- 
eiweiBkérpern adsorbiert werden. Dieselbe Erscheinung, nur noch in 
viel geringerem Grade, zeigte Pepton, wihrend Aminosiéuren iiberhaupt 
nicht adsorbiert wurden. 

Schon 24 Stunden nach der Blutentnahme zeigt das Serum eine 
Verminderung des Adsorptionsvermégens gegeniiber Albumosen um 
etwa ein Drittel. Bei langerer Lagerung des. Serums finden keine weiteren 
Veranderungen des Adsorptionsvermégens statt. 

Mehrstiindige Aufbewahrung des Serums bei 38° oder Inaktivierung 
des Serums durch ein- bis zweistiindiges Erhitzen auf 60° verandert 
das Adsorptionsvermégen nicht. Verschiedene Sera zeigen unter- 
einander ein wechselndes Adsorptionsvermégen gegeniiber den Eiweib- 
spaltprodukten. Verdiinnungen des Serums auf das Doppelte verur- 
sachen eine starke Verminderung des Adsorptionsvermégens. Starkere 
Seraverdiinnungen zeigen keinerlei Adsorptionsvermégen. Serum nach 
einer eiweiBreichen Mahlzeit entnommen, zeigt ein héheres Adsorptions- 
vermégen als das Niichternserum. Die die Adsorpticn der Eiweib- 
spaltprodukte verursachenden EiweiBkérper sind in der Globulin- 
fraktion vorhanden. 


' B. Lustig, diese Zeitschr. 225, 247, 1930. 











Berichtigung. 


In der Arbeit von K. Schreder, R. Brunner und R. Hampe, ,,Die 
anaerobe und aerobe Garung von Pseudomonas Lindneri Kluyver in 
glucosehaltiger anorganischer Nahrlésung‘‘, diese Zeitschr. Bd. 273, 
Heft 4 bis 6 
gehért als Abb. 1 auf S. 225 die auf S. 227 erschiencne Abb. 2, 

und umgekehrt 
gehért als Abb. 2 auf S. 227 die auf §. 225 erschienene Abb. 1. 

Nachgetragen seien die im Text fehlenden Erlauterungen zu den 

Abbildungen. 





Erlauterung zur nunmehrigen Abb. I: 


E = Elektrolysierapparat (fiir Eb = Kisbad 
O,-Entwicklung) T,u.T, = CaCl,-Trockenrohre 

Ka = Kupferoxydasbest Na,—Na, = gewogene Natronkalk- 

M = MeBgefab rohre 

WM = Wassermantel Chy—Ch, = CaCl,-Rohre (Ch, Ch, 

Mi = MischgefaB —Ch, gewogen) 

N,u. N, = Niveaurohre VO = Verbrennungsofen mit 

Wa = steriles Wattefilter reduz. Kupfer 

G = GargefaB u. Schiittel- B = Blasenzahler 
vorrichtung Sch W,—W, = Waschflaschen mit alk. 

Br = Gaseinleitungsbrause Pyrogallollésung 

Th = Thermostat K,u. K, = Verbrennungséfen mit 

Tr = Trichter reduz. Kupfer 

V,u. V, = wassergefiillte Vorlagen R = Trockenrohr mit CaC}, 

a = doppelt durchbohrter 


Glashahn 
b,c,e,f.m,n = Einfachhahne 
d,g,h,i,k = Dreiweghaihne 


Erlauterung zur nunmehrigen Abb. 2: 


O = Oberteil S = Porzellansiebplatte 

U =: Unterteil F = E. K. Filter 

Z = Zwischenraum (etwa lmm K,, K,= Aluminiumgufringe 
breit) St =: Gewindestangen 

G,—G, = Gummiringe (G, mit Aus- Sch = Schrauben 


nehmungen an der Ober- 
seite) 

















Zur Kenntnis biologischer Oxydations-Reduktionspotentiale. 
Vorliufige Potentialmessungen im System: Alkohol—-Dehydrogenase 
—Acetaldehyd. 

Von 
Jorgen Lehmann. 

(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen, und 
dem Physiologischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 17. September 1954.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Um eine nahere Kenntnis der gekoppelten intermediaren Stoff- 
wechselprozesse zu erlangen, ist die Bestimmung der Thermodynamik 
der Einzelprozesse eine der wichtigsten Aufgaben dieses Forschungs- 
gebietes. Betreffs der Oxydations-Reduktionsprozesse (Redoxprozesse) 
kann dies durch Bestimmung der Redoxaffinitaten, d. h. durch Redox- 
potentialbestimmungen, geschehen. Die Schwierigkeiten solcher 
Messungen sind zahlreich. Das den EinzelprozeB katalysierende Enzym 
muB in solcher Weise isoliert werden, daB die reagierenden Redox- 
komponenten, Reduktans und Oxydans, nicht von anderen Enzymen 
angegriffen werden. Ist diese Bedingung nicht erfiillt, kann die Re- 


versibilitat des Redoxprozesses — die conditito sine qua non fur die 
Messung — nicht einwandfrei nachgewiesen werden. Weiter miissen 


Reduktans und Oxydans bekannte und in reinem Zustande zugingliche 
Stoffe sein. Oft sind es jedoch sehr labile Substanzen, die wahrend des 
Versuchs verandert werden (Aldolkondensation von Brenztrauben- 
siure bzw. Acetaldehyd). 

Der RedoxprozeB muB weiter von solcher Beschaffenheit sein, daB 
ein Redoxpotential mit einem Edelmetall abgeleitet werden kann. 
Fir reaktionstrige Systeme hat Verfasser nachweisen kénnen (Lehmann, 
1930), daB dies durch Zusatz von geeigneten Redoxfarbstoffen als 
Potentialvermittler geschehen kann. Die Messung muB auBerdem in 
sauerstoffreier Atmosphare vor sich gehen, was eine etwas kompliziertere 
Apparatur erfordert. Sind die Redoxkomponenten fliichtige Stoffe, wie 
im Alkohol-Acetaldehydsystem, so entsteht die weitere Schwierigkeit, 
daB die Stoffe bei der Befreiung des Reaktionsgemisches von Sauerstoff 
(hier durch Evakuierung) zum Teil abdestillieren. Demzufolge liegen 
bis jetzt sehr sparliche Untersuchungen tiber enzymatisch katalysierte 
Redoxprozesse vor. 

Nur betreffs des Succinat-Fumaratsystems sind die Messungen unter 
beinahe idealen Versuchsverhaltnissen durchgefiihrt worden (Lehmann, 
l.c. und Borsook u. Schott, 1931). Hinsichtlich des Lactat-Brenztrauben- 
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siuresystems siehe Baumberger, Jiérgensen und Bardwell. Das Alkohol- 
Acetaldehydsystem, aktiviert von der Alkoholdehydrogenase, ist noch 
nicht gemessen worden. 

Experimentelles. 

Enzymherstellung. 


In einer friiheren Mitteilung hat Verfasser iiber die Herstellung von 
Alkoholdehydrogenaselésungen aus Unterhefe berichtet (Lehmann, 1934). 
Die Enzymlésungen enthalten auBer Alkoholdehydrogenase eine Hexose- 
diphosphorséuredehydrogenase, deren Anwesenheit die Messung nicht 
stéren diirfte, dagegen keine Aldehyddehydrogenase. Es wurde auch 
gezeigt, daB die Alkoholdehydrogenase der Mitwirkung eines Co-Enzyms 
bedarf. Als solches wurde in dieser wie in der friiheren Untersuchung ein 
Adenosintriphosphorséurepraparat (nach Fiske dargestellt) verwendet, 
das mir freundlichst von Hmbdens Laboratorium iiberlassen war. Betreffs 
der Details der Enzymherstellung sei auf die zitierte Arbeit verwiesen. 


Methodik der Redoxmessung. 
Bei der Redoxmessung wurde die vom Verfasser ausgearbeitete 
Vakuummethodik verwandt. Das VakuumelektrodengefiB war eine 
Modifikation des friiher beschriebenen (Lehmann, 1930). 


Die Anderung bestand darin, daB die ampullenartige Austreibung 
des einen HalbelektrodengefiBes, in welche das Enzymreaktionsgemisch 
abpipettiert wurde, mit. vier kleinen eingeschliffenen Annexen, die durch 
Umdrehung entleert werden konnten, versehen war. Diese Annexe 
konnten mit 0,5ccm Fliissigkeit beschickt werden, ohne daB die Fliissig- 
keit bei vorsichtiger Evakuierung in das Reaktionsgemisch herein- 
kam. Aus ihnen konnten wahrend des Versuchs verschiedene Mengen 
von Reduktans bzw. Oxydans dem Reaktionsgemisch zugefiihrt werden, 
wodurech es méglich war, die Redoxquote in einem und demselben 
Versuch zu andern. Einen besonderen Vorteil hatte dieses Gefai bei 
Potentialmessungen in Systemen, in welchen das Oxydans die Enzym- 
wirksamkeit hemmt, wie Brenztraubenséure bei Messungen im Lactat- 
system und Acetaldehyd bei Messungen im Alkoholsystem. Es wurden 
dann vom Beginn des Versuchs Enzym, Pufferlésung, Alkohol, Co-Enzym 
und Redoxfarbstoff zusammengebracht, wahrend sich das Oxydans im 
Annex befand. Erst wenn das Potential ganz negativ geworden war, wurde 
das Oxydans hinzugesetzt. Die Einstellung der Potentiale geschah dann 
viel schneller und exakter, als wenn Acetaldehyd vom Beginn des Versuchs 
anwesend ist. Auch wurde die Gefahr, daB sich Acetaldehyd durch Konden- 
sation verandert, durch Abkiirzung der Versuchszeit viel geringer, weshalb 
die Messungen bei 30° C ausgefiihrt wurden. Nach zweistiindiger Versuchs- 
zeit war keine braunliche Verfarbung des Reaktionsgemisches zu bemerken. 

Bei der Evakuierung geht bei Vorhandensein von fliichtigen Stoffen 
eine gewisse Menge von diesen mit Luft und Wasserdampf aus dem Reaktions- 
gemisch und dem Inhalt der Annexe heraus. Es wurden deshalb recht 
konzentrierte Lésungen von Alkohol und Acetaldehyd verwandt, um die 
Anderung der Redoxquote médglichst herabzusetzen. Ebenso wurde, um 
das Abdampfen dieser Stoffe zu vermindern, die hauptsachliche Evakuierung 
bei einer bedeutend niedrigeren Temperatur als der Versuchstemperatur 
vorgenommen. Die Versuchstechnik war dabei die folgende: Das eine 
HalbelektrodengefaB wurde mit der Veibel-Standard-HCl-Lésung und 
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Chinhydron beschickt und mit Stopfen versehen. Dann wurden die Annexe 
des anderen HalbelektrodengeféBes mit Acetaldehydlésungen beschickt 
und danach gepufferte Enzymlésung, Redox farbstoff, Co-Enzym und Alkohol 
ins Vakuumrohr hineinpipettiert. Es wurde genau kontrolliert, daB die 
Evakuierungsr6hren nicht mit Hahnfett verstopft waren. Nachdem die 
Evakuierungsschlauche angebracht waren, wurde das ganze Elektroden- 
gefaB 5 Minuten in kaltem Leitungswasser oder Eiswasser in einem so groBen 
GefaB abgekiihlt, daB das ganze GefaiB véllig von Wasser bedeckt war. 
Erst dann begann die Evakuierung vorsichtig mit der Wasserstrahlpumpe 
und wurde etwa 5 Minuten fortgesetzt. Als das Sechaiumen aufgehért 
hatte, wurde das GefaB aus dem Wasser herausgenommen und bei Zimmer- 
temperatur oder im Wasserthermostaten bei 30°C 2 Minuten evakuiert. 
Danach wurden wiaihrend des Evakuierens die Hahne herumgedreht und 
das GefaB in der Schiittelvorrichtung im Wasserthermostaten angebracht. 
Beim Schiitteln wurde darauf geachtet, daB der Inhalt der Annexe nicht 
in das Reaktionsgemisch hineinkam. Die Potentialmessung konnte dann 
beginnen und die Annexe zu _ beliebigen Zeitpunkten entleert werden. 

Wahrend der Messung destilliert natiirlich eine gewisse Menge Acet- 
aldehyd aus den in den Annexen befindlichen Lésungen in das Reaktions- 
gemisch. Jedoch scheint dies nicht allzu schnell zu geschehen, wie aus der 
geringen Hemmung der negativen Einstellung des Potentials vor Zusatz 
des Acetaldehyds hervorgeht. Gewoéhnlich wurden die in den Annexen 
befindlichen Mengen Acetaldehyd so eingestellt, daB, wenn alles hinzugesetzt 
war, die schlieBliche Redoxquote | betrug. Die py-Bestimmung im Reaktions- 
gemisch wurde in einem Parallelansatz mit der Chinhydronelektrode bei 
30°C in Abwesenheit von Alkohol und Acetaldehyd vorgenommen. 

Die gemessene Kette war: 

Chinhydron 
00tn HCL pt+ 

+ 0,09 n KCl 


—pt  Enzymsystem | KCl-Agar 


Die Potentiale der obenstehenden Kette werden auf die Normal- 
wasserstoffelektrode als Bezugselektrode, E,, umgerechnet und graphisch 
in den Abbildungen wiedergegeben. 

Die Umrechnung geschah nach der Formel: 


Ey, = +2 + 0,573 Volt (0,5728). 
nm ist negativ, wenn die Chinhydronelektrode positiver Pol ist, und um- 


gekehrt. Die Umrechnungsformel wird folgendermaBen erhalten. Sie gilt 
fiir 30°C: 


Redoxsystem Chin. Py = 2,04 
pape 1. 
+ — 
Chin. po = 0 Chin. pa = 2,04 = 
7 0,0601 . 2,04 — 0,1226 Volt 
- re 
Chin. pp = 0 | Hy pu 0 : 
tg = 0,6954 Volt ” 
Redoxsystem_ Hy, py = 0 4 


E, = £27—™ + 7% = + 2 — 0,1226 + 0,6954 Volt 


E, = + 2 + 0,5728 Volt. 
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Der elektromotorisch aktive ProzeB kann in folgender Weise geschrieben 
werden: 


CH,CH,OH = CH,CHO + 2H* + 2e. 
Versuchsergebnisse. 
Die Aktivitét und der Reinheitsgrad der Alkoholdehydrogenase- 


l6sungen wurden im Methylenblauversuch (im Thunberg-Robr) fest- 
gestellt. Der folgende Versuch diene als Beispiel einer solchen Priifung : 





Enzym- |. 1mol. hs Methylenblau | | Entfarbungs- 
Rohr lésung Athylalkohol Co-Enzym Mavses | Aqua dest. | zeit 
Nr. ecm ecem | ecm eem cem Min. 
1 0,3 we oe 0,2 0,7 120 
I 0,3 0,5 a 0,2 0,2 110 
3 0,3 0,5 0,2 0,2 ~~ 7 
4 0,3 — 0,2 0,2 0,5 95 


Die Entfarbungszeiten ohne Alkohol und Co-Enzym (Rohr 1) bzw. 
die Entfarbung mit Zusatz von Co-Enzym allein (Rohr 4) miissen 
linger als 60 Minuten dauern, als Zeichen dafiir, dafB die Enzymlésung 
gentigend rein ist, wogegen die Entfirbungszeit mit Alkohol + Co- 
Enzym als Zeichen geniigender Aktivitaét kirzer als 10 Minuten sein 

muB. Die oben untersuchte Enzymlésung 

[ 4 | kam in der folgenden Versuchsreihe zur 


2100} « 
| ee Verwendung. 
——~ Lersuch 1. 
+——+ Versuch. Versuch 1. In zwei der Annexen wurde je 
J 





0,3ecm 4 mol. Acetaldehydlésung einpipettiert. 
Im Vakuumrohr: 1 eem Enzymlésung, 0,5 cem 
Co-Enzym (1°/,,adenosintriphosphorsauresCa), 
0,5cem 4 mol. Athylalkohol und 0,01 ecem 
0,001 mol. Indigodisulfonat (Potential- 
vermittler). In dem anderen Halbelektroden- 
gefaB Veibels Standard HCl + Chinhydron. 














Temperatur 30°C. pH bei 30°C = 7,45. 
we heclaltened Nach 2 Stunden wurden die beiden Annexen 
| pA pee entleert, wonach die Redoxquote Alkohol 
Se. “— :Acetaldehyd 1 sein sollte. 

af fe. Wie aus der Abbildung hervorgeht, sinkt 
ce a #0 das Potential wahrend der ersten Stunde 
schnell ab. Wahrend der nachsten Stunde ist 

Abb. 1. das Absinken langsamer, wahrscheinlich wegen 


der hemmenden Wirkung des iiberdestillierten 
Acetaldehyds (vgl. unten im Versuch 3 den Potentialfall in Abwesenheit 
von Acetaldehyd). Nachdem Acetaldehyd hinzugesetzt worden ist, geht 
das Potential steil in positiver Richtung und _ stabilisiert sich bei 
— 0,090 Volt. Das Aquimolarpotential (Redoxquote = 1) ist also Ey, 
— 0,090 Volt bei 30°C und px = 7,45. 
Versuch 2. In diesem Versuch wurde Acetaldehyd vom Beginn des 
Versuchs hinzugesetzt. Reaktionsgemisch, Temperatur usw. wie im Ver- 
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such 1. Aus der graphischen Darstellung in Abb. 2 geht hervor, daB die 
Potentialkurve nicht so schnell abfallt wie im Versuch 1, was zu erwarten 
war, da Acetaldehyd vom Beginn des Versuchs an zugesetzt war. Nach 
etwa 150 Minuten biegt die Kurve von relativ steilem Verlauf in einen 
langsam abfallenden ein. Das Potential sinkt nun konstant um 4 bis 5 Milli- 
volt pro Minute. Dieses Negativwerden beruht sicherlich auf sekundaren 
Verainderungen im Redoxsvstem. Gleichartige sekundare Potentialinde 
rungen fanden Bawmberger und Mitarbeiter bei Messungen im Lactatsystem. 
Das wahrscheinlich richtige Potential ergibt sich durch Interpolation als 
der Kreuzpunkt zweier gerader Linien (in der Abbildung durch einen 
Pfeil angegeben), deren eine durch die zwei bis drei letzten Potentialab- 
lesungen der steil abfallenden Kurve 
und deren andere durch die Ab- 
lesungen der ,,sekundaren Kurve** geht 
(siehe Abb. 2). Das so erhaltene Aqui- 
molarpotential gibt den Wert £,), 
= — 0,092 Volt, was in guter Uber- 
einstimmung mit dem Wert von Ver- 
such | steht. 





Versuch 3. Reaktionsgemisch wie 

im Versuch 1, doch ohne Acet- 
aldehyd, der hier durch Wasser er- 
setzt war. Ein solcher Versuch hat ‘ 
an sich eigentlich keinen Wert, da » oa 
das Potential ohne Gegenwart von oes cs 
Acetaldehyd nicht gepuffert ist. Je- | 
doch war es von Interesse, den Po- 
tentialverlauf ohne Gegenwart von 
Acetaldehyd zu untersuchen. Wie 
erwartet, sinkt das Potential steiler a 50 120 0 == 240 
als in den vorigen Versuchen und wird hecaaread 
bedeutend negativer. Ein gewisser Abb. 2. 
Redoxpuffer entsteht wahrend des 
Versuchs, indem eine kleine Menge Acetaldehyd durch Alkoholdehydrierung 
gebildet wird. Indigodisulfonat wirkt hierbei als Wasserstoffakzeptor. Die 
Kurve zeigt auch hier einen scharfen Knick (bereits nach einer halben Stunde) 
mit einem sekundaren, langsam konstant abfallenden Verlauf, hier etwa 
6 Millivolt auf 20 Minuten. Das interpolierte Potential hat den Wert 
E, = — 0,147 Volt. Welcher Redoxquote dies Potential zugehért, ist 
nicht leicht zu bestimmen. Nur eine sehr approximative Schatzung ist 
méglich. Dabei muf beachtet werden, da’ sicherlich nur ein sehr 
geringer Teil des zugesetzten Alkohols vom Enzym aktiviert wird. 
MaBgebend hierfiir ist unter anderem die Menge von Co-Enzym, die 
hier, molar gesehen, nicht grof sein diirfte, und die Menge des zu- 
gesetzten Redoxfarbstoffs. Wird die entstandene Menge Acetaldehyd 
zu 1% der Alkoholmenge geschatzt, so bekommt man eine Redoxquote 
von 99:1. Dieser Quote entspricht ein Potential, das etwa 61 Millivolt 
negativer ist als das Aquimolarpotential. Das aus dem Wert Ey, 
= — 0,147 Volt berechnete Potential fiir Redox-Q 1 sollte Ej, 

—— 0,086 Volt sein, auch dies in guter Ubereinstimmung mit den vorigen 
Werten. Doch kann eine solche Schitzung der Redox-Q sehr groBe Fehler 
in sich bergen. 
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Die Elektrodenformel kann folgenderweise geschrieben werden: 
rE, = EF 4 . 7 ’ Aldehyd . 
2F Alkohol 
oder fiir 30°C und pu = 7,45 
Aldehyd 
Alkohol 
Wird das Potential auf eine Wasserstoffelektrode von demselben py als 


’ 


der Redoxlésung bezogen, E, so lautet die Formel: 
Aldehyd 
Alkohol - 

Es wurde auch versucht, die Warmeténung fiir die Hydrierung von 
Acetaldehyd zu Alkohol durch Potentialmessungen bei zwei ver- 
schiedenen Temperaturen festzustellen. Da die Potentiale nicht ge- 
niugend stabil sind, ist es nicht zu erwarten, daB die Bestimmung von 
dE dT fir die Berechnung der Warmeténung geniigend exakt werden 
kann. Aus den Potentialen von Versuch 1, in welchem das Potential 
am konstantesten war, wurde dE dT durch eine Erhéhung der Tem- 
peratur auf 40°C bestimmt. Es wurde der Wert dE d7' = 0,00079 V 
erhalten. Aus diesem Wert ergibt sich ein Wert von U’ = — 28 Cal. 
Die Dehydrierung von Alkohol ist also wie die von Bernsteinsiure 
endotherm. Nach Frankes Zusammenstellung in dieser Zeitschrift (1933) 
sollte die Warmeténung 19,5 Cal sein. Es muB weiteren Messungen 
vorbehalten bleiben, hierfiir eine bessere Ubereinstimmung zu erreichen. 


E, = — 0,090 + 0,030 log 


E = 0,356 + 0,030 log 


Diskussion. 

Die Dehydrierung von Alkohol zu Acetaldehyd ist friiher als ein 
irreversibler Proze angesechen worden. Michaelis schreibt in seiner 
Monographie tiber Oxydations-Reduktionspotentiale 1929 dariiber 
(S. 93): ,,Die Unméglichkeit, diesen ProzeB reversibel auszufiihren, 
kann auch ausgedriickt werden durch den Satz, daB es keinen Sinn hat, 
von einer maximalen Arbeit der Oxydation von Alkohol zu Aldehyd zu 
sprechen. Wir dirfen vermuten, daB nicht eine Unvollkommenheit 
unserer Apparate daran schuld ist, daB dieser ProzeB bisher nicht 
reversibel geleitet werden konnte, sondern daB es im inneren Wesen 
dieses Prozesses liegt. Daher hat es auch keinen Sinn, von der Kraft 
oder Affinitat dieses Prozesses zu sprechen.” 

Nach der Ansicht des Verfassers liegt jedoch die Ursache der schein- 
baren Irreversibilitat dieses Systems in der Unvollkommenheit der 
Versuchsanordnung friiherer Versuche. Aktiviert von der spezifischen 
Dehydrogenase ist der ProzeB als reversibel anzusehen. Die genauere 
Bearbeitung dieses Systems (Potentialbestimmungen bei verschiedener 
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Redox-Q, E),-pxu-Kurve, Warmeténung usw.) steht noch aus. Wahr- 
scheinlich muB dabei die Vakuummethodik aufgegeben werden oder 
die exakte Redox-Q muB8 am Ende des Versuchs durch chemische 
Analysen festgestellt werden. 

Von besonderem Interesse fiir die Theorie der alkoholischen 
Garung ist die Lage der Potentiale des Alkoholsystems. Nach der An- 
schauung Neubergs ist der Alkchol als ein Hydrogenisierungsprodukt 
von intermediar gebildetem Acetaldehyd anzusehen. Dieser Prozeb 
setzt die hier nachgewiesene Reversibilitét voraus. Als Wasserstoff- 
donator fir diese Hydrogenisierung kommen die bei der Garung 
intermediar gebildete Hexosediphosphorséure bzw. deren Spaltprodukte 
in Betracht; es ist daher wichtig festzustellen, ob dieser ProzeB thermo- 
dynamisch méglich ist, d. h. ob der im Hexosediphosphorséuresystem 
aktivierte Wasserstoff ein negativeres Redoxpotential besitzt als der 
des Alkoholsystems. Da die Dehydrierung der Hexosediphosphorsaure 
sicherlich ein komplexer Vorgang ist, indem der aktivierte Wasserstoff 
von Spaltprodukten (Meyerhof und Lohmann 1934) stammen sollte, und 
auBerdem die entstehenden primaren Oxydationsprodukte nicht mit 
Sicherheit bekannt sind, kann eine vorlaéufige Priifung nur so vor- 
genommen werden, daB die Dehydrierung von Hexosephosphorsaure 
im Thunberg-Vakuumrohr mit Redoxindikatoren von verschiedener 
Negativitat untersucht und mit der Alkoholdehydrierung unter denselben 
Versuchsbedingungen verglichen wird. Eine solche Untersuchung ergab, 
daB Rosindulin (£,, bei pa 7 = — 0,218 Volt nach Michaelis, Oxydations- 
Reduktionspotentiale, S. 107, 2. Aufl., 1933) von Hexosediphosphorséure 
partiell dehydriert wird, dagegen nicht von Alkohol, was nach den oben 
beschriebenen Potentialen dieses Systems zu erwarten war. Fiir diese 
Versuche wurden Alkoholdehydrogenaselésungen verwendet, da diese, 
wie erwahnt, eine sehr aktive Hexosediphosphorséiuredehydrogenase ent- 
halt. Die Versuchsbedingungen waren dieselben wie im oben erwahnten 
Versuch tiber die Aktivitatspriifung der Alkoholdehydrogenase. Nach 
diesen Versuchen ist also eine Hydrogenisierung von Acetaldehyd durch 
Hexosediphosphorsaure thermodynamisch moéglich. Es muB hinzugefiigt 
werden, daB in einer anderen Versuchsserie mit weniger konzentrierten 
Lésungen von Alkohol und Acetaldehyd etwas negativere Potentiale 
fiir das Alkoholsystem gefunden wurden etwa 70 Millivolt negativer. 
Da in diesen Versuchen die Méglichkeit einer Verschiebung der Redox-Q 
bei der Evakuierung, und zwar in Richtung negativer Potentiale (Acet- 
aldehyd ist fliichtiger als Athylalkohol), gréBer war und die Potentiale 
nicht gut reproduzierbar waren, werden vorlaufig die oben ange- 
gebenen Potentiale als die richtigsten angesehen. 

Auch fiir eine Milchséurebildung im Muskel durch Hydrogenisierung 
von Brenztraubensaure ist hiernach die thermodynamische Méglichkeit 
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fiir Hexosediphosphorsdure bzw. deren Spaltprodukte als Wasserstoff- 
donator erwiesen, da das Milchsaure-Brenztraubensaure-System nur 
60 bis 80 Millivolt negativer liegt als das Alkoholsystem. Die Parallelitat 
zwischen Alkoholgarung der Hefezelle und Milchséurebildung im Muskel 
kommt in der Ahnlichkeit der Lage der Redoxpotentiale in diesen 
Systemen neuerdings klar zum Ausdruck. 


Zusammenfassung. 

1. Im System: Alkohol— Dehydrogenase — Acetaldehyd wurden bei 
30°C Redoxpotentialmessungen vorgenommen. Die Alkoholdehydro- 
genase wurde aus ausgewaschener Lebedew-Trockenhefe hergestellt. 

2. Die Reversibilitét des Prozesses wurde durch die Potential- 
messungen erwiesen. 

3. Das Aquimolarpotential (Redox-Q = 1) bei px 7,45 war, bezogen 
auf die Normalwasserstoffelektrode : 

+L r 
E', = — 0,090 Volt 
oder auf eine Wasserstoffelektrode vom px des Enzymredoxsystems: 
E = 0,356 Volt. 


4. Die Bedeutung der Potentiallage und der Reversibilitat des 
Alkoholsystems fiir die Theorie der Alkoholgirung wird diskutiert. 
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Versuche zur potentiometrischen Erfassung 
der Oxydoreduktionsvorginge in girendem Hefeextrakt. 
Von 
Fritz Lipmann. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsbergstiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 17. September 1934.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit (1) wurde schon kyrz tiber Potential- 
messungen in garendem Mazerationssaft berichtet. Das Ergebnis der- 
artiger Messungen soll im folgenden ausfiihrlicher mitgeteilt werden. 
Mazerationssaft nach Lebedew aus Unterhefe hergestellt ist ein Zell- 
extrakt, der das Garungssystem in sehr hoher Konzentration enthalt. 
Bei maximaler Gargeschwindigkeit werden pro mg Trockensubstanz 
und Stunde 40 bis 60emm CO, gebildet, oder Qgo, = 40 bis 60. Die 
StoffwechselgréBe dieses Extraktes entspricht also der sehr stoffwechsel- 
aktiver Zellen, sie ist z. B. gréBer als die glykolytische Wirkung der 
Tumorzelle mit einem QN3,. von etwa 30. Die Verhaltnisse im Mazera- 
tionssaft sollten daher in mancher Beziehung denen im Zellinnern ent- 
sprechen, und es war zu erwarten, hier unter relativ iibersichtlichen 
experimentellen Bedingungen Messungen ausfiihren zu kénnen, deren 
Ergebnisse allgemeinere Schliisse auf das Geschehen im Zellinnern ge- 
statten wiirden. Sowohl von allgemein zellchemischen Gesichtspunkten 
wie auch speziell im Hinblick auf die Chemie der Garung wurde besonderer 
Wert auf die Erfassung der Reduktionserscheinungen gelegt, die nach 
Zusatz des Giarsubstrats zum substratfreien Zellextrakt auftreten. 
Schon in der oben zitierten Arbeit (1) wurde darauf hingewiesen, dab 
nach den Erfahrungen der letzten Jahre das wahre Oxydoreduktions- 
potential der in der Zelle wirksamen reversiblen Katalysator-Substrat- 
systeme erst in Gegenwart eines zweiten gut reversiblen Systems meBbar 
wird. Aus diesem Grunde wurden alle hier mitgeteilten Versuche bei 
Zusatz geeichter Redoxindikatoren angestellt. 

In der grundlegenden Arbeit von Cohen, Cannan und Clark iiber die 
Reduktionspotentiale in Zellsuspensionen (7) wurden nur in wasserigen 
Suspensionen ausgewaschener Trockenhefe Potentiale gemessen, deren 
Beziehung zur Garung schwierig zu tibersehen ist. Aubel, Auburtin 
und Genevois (17) bestimmten in glucosehaltigen Hefesuspensionen 
mit Indikatoren die Reduktionsgrenze und fanden, da} Farbstoffe 
bis zum Indigodisulfonat anaerob reduziert werden. 
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1. Versuchsmaterial. 


Uber die Darstellung des Mazerationssaftes wurde in der vorher- 
gehenden Mitteilung berichtet. Als Ausgangsmaterial dienten wieder 
Trockenhefepraparate aus Carlsberg-Unterhefe, fiir deren liebenswiirdige 
Uberlassung ich Herrn Professor Boysen-Jensen za groBtem Dank ver- 
pflichtet bin. Neben frischen Saften wurden vielfach Auflésungen von 
Trockenpulver verwendet, auf deren unverinderte Wirksamkeit von 
Harden (2) hingewiesen wird. Uber die lange Haltbarkeit derartiger Pra- 
parate berichtet Newberg (3). Zar Trocknung verfuhr ich wie D. Miiller (4) 
zur Herstellung von Dehydrasepraparaten aus Mazerationssaft. Es erwies 
sich als giinstig, die Mazeration mit 4 Volumen Leitungswasser auf 1 Volumen 
Trockenhefe vorzunehmen, da hierdurch die Ausbeute wesentlich verbessert 
wird, Gefallt wurde durch EingieBen des frischen Saftes in das zehnfache 
Volumen einer 3:1 Alkohol-Athermischung. Beide Fliissigkeiten wurden 
vorher gekiihlt. Dje Fallung wurde auf groBer Nutsche abgesaugt und mit 
Alkohol abs. und Ather gewaschen. Das Pulver wurde im Kiihlraum 
bei 7° im Exsikkator aufbewahrt. Es halt sich mindestens 2 Wochen lang 
unverandert. Diese Praparate hatten praktisch die gleiche Wirksamkeit 
wie der Ausgangsextrakt. Zum Versuch wurden 10°%ige von wenig Un- 
geléstem abzentrifugierte Auflésungen in destilliertem Wasser verwendet. 
Der genuine Extrakt enthielt durchschnittlich 13°, Trockensubstanz. 


2. Methodik. 


Zu den Potentialmessungen wurde eines der fiir py-Messungen iiblichen 
Potentiometer, lonometer von Lauthenschlager-Miinchen, verwendet. Die 
Potentialmessungen in Luft wurden wie in der vorhergehenden Mitteilung 
beschrieben ausgefiihrt (siehe Protokoll 3). Die Messungen in Abwesenheit 


Me 





Abb. 1. 
Elektrode zur Bestimmung des Potentials 

in stroémendem Wasserstoff. 

a) Eingeschmolzene Platinplatte, 
platiniert. 

b) Ableitungskapillare mit K Cl-ge- 
sittigtem Agar gefiillt. 

ce) Gaseinleitungsrohr. 


von Sauerstoff wurden zum Teil mit einer Elektrode vom Typ der von 
Borsook und Schott (12) beschriebenen Vakuumelektrode angestellt, zum 
Teil mit dem von Lehmann (13) verwendeten Vakuumelement. Letzteres 
ist besonders fiir Messungen bei konstanter Temperatur sehr bequem. An 
beiden Elektroden befanden sich zur Aufnahme der Substratlésungen zwei 
geriumige Retorten. Im einen Halbteil des Lehmannschen Elementes war 
als Gegenelektrode wie in Lehmanns Versuchen Veibel-Lésung (n/100 HCl 
in 0,09 mol. KCl)-Chinhydron, Alle Messungen wurden mit Platin ausgefiihrt. 
Wegen des starken Schiumens des Mazerationssaftes muBte das Evakuieren 
recht vorsichtig geschehen. Der untere Teil der Elektrode, in dem sich der 
Saft befand, wurde zunachst an der Wasserleitung gekiihlt, nach Vertreiben 
des gr6Bten Teiles der Luft wurde herausgenommen und weiter evakuiert 
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und zum SchluB bis zum vélligen Verschwinden der Blasenbildung mit 
warmem Wasser iiberrieselt. (Protokoll 2.) Zur Messung der H’ -Kon- 
zentration im giérenden Saft wurde eine Durchleitungselektrode mit an- 
geschmolzenem Agarheber verwendet (Abb. 1). Die Garung wurde wie in 
der vorigen Arbeit manometrisch nach Warburg durch Messung der CQO,- 
Bildung verfolgt (‘Temperatur 25°). 


3. Die Verschiebung der H-Ionenkonzentration bei der Mazerationssaftgirung. 


Nach den grundlegenden Untersuchungen von Harden (2) findet bei 
der zellfreien Garung eine der Bildung von CQ, und Alkohol annahernd 
aquivalente Veresterung von Phosphat mit Kohlenhydrat statt. Die 
Garkurve, beginnend vom Zusatz von Glucose, verlauft im Mazerations- 


saft S-formig. Im Anfang 
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cath : 610 -360 t 
dem nach volliger Vereste- 627 -370 
rung desselben die Garge- — gyy —g9 } 

P . r A . j | 
schwindigkeit stark  sinkt ame | 

gen tine oe 30 20 90 120 

und nun fiir lange Zeit Minuten 
konstant bleibt (Endge- Abb. 2. 
schwindigkeit). Fir die Be- Vergleich von Girungs- und py-Kurve. 
urteilung der hier mitge- Oben : C O2-Bildung. Das GefiiB enthalt 


0,3 cem einer 10°/9igen Lisung von Maze- 


teilten Messungen ist, wie rationssaft-Trockenpulver 0,03cem H.O, im 





ine ee " ’ =a Anhang 0,05 cem 38 °/gige Glucoselisung, 

dic umfassenden Unter enthaltend 0,016 mol. Hexosediphosphor- 
suchungen Clarks (5) und siure. Im Gasraum Hp. 

seiner Mitarbeiter gezeigt I nten: Wasserstoffpotential bei langsamem 

x a } H.-Strom. Der Versuch wurdé mit dem 

haben, die Kenntnis even- gleichen Priparat angestellt wie der Gir- 


tueller Anderungen der H- 
lonenkonzentration von aus- 
schlaggebender Bedeutung. 


versuch. Der gleiche Versuch ist in Proto- 
koll 1 genauer dargestellt. 
Bei V Zusatz des Substrats. 


Das Anfangs-pxy war bei den untersuchten Saften ziemlich einheitlich 


um 6,4. 


Hier ist die Umwandlung von anorganischem Phosphat 


in Kohlenhydratphosphorsiure von einer betrachtlichen Reaktions- 


verschiebung nach der sauren Seite begleitet. 
sache Hexosediphosphorsaure 
der Elektrotitrationskurve 
und Suranyi (6) mitgeteilt wurde, 


nach 


bildet, ist bei 


dieser 


Da sich in der Haupt- 
volliger Veresterung 
Saure, die von Meyerhof 


maximal eine py-Verschiebung 
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um etwa 0,5 Einh. zu erwarten. Weiterhin ist durch die Bildung 
von CQ, eine geringere Verschiebung vorauszusehen. Das ein- 
fachste Verfahren, um die Beeinflussung des Potentials durch Ande- 
rung der H’-Konzentration sicher beurteilen zu kénnen, erschien, 
unter den gleichen Verhaltnissen mit platiniertem Pt in Wasserstoff 
die entsprechenden Wasserstoffpotentiale zu messen. Derartige Messun- 
gen wurden in der oben abgebildeten Elektrode (Abb. 1) ausgefiihrt. 
In Protokoll 1 ist eine Messung genauer wiedergegeben. In Abb. 2 ist 
die dort aufgezeichnete Messung graphisch dargestellt (unterer Teil) 
und mit einer vom gleichen Extrakt aufgenommenen Géarungskurve 
(oberer Teil) verglichen. Die Kurven steigen annahernd parallel an, 
pu fallt also proportional mit der CO,-Bildung bzw. Veresterung und 
wird nach Abfall der groBen Gargeschwindigkeit am Ende der Phosphat- 


Py mV 

593 -350 Abb. 3. 

610 -360\— Wasserstoffpotential in girendem 
Extrakt bei schnellem Durchleiten 

27 -370 von Hy. 

Die Versuchsanordnung war die 




















yetiiiena leict t d Abt 
gleiche wie bei dem in Abb. 2 
i ie | one On ae ae dargestellten Versuch. 
6B - 400; w w 7) 720 3ei V Zusatz des Substrats. 
Minuten 


periode, wenn also das ganze anorganische Phosphat in organische 
Bindung iibergegangen ist, konstant. Das Maximum der Potentialkurve 
nach Beendigung der schnellen Garung ist auf die bei langsamer Durch- 
strémung mit Wasserstoff erst nachtraglich erfolgende Austreibung der 
Kohlensaure zu beziehen. DaB dies wirklich der Fall ist, geht aus einer 
Messung bei méglichst schneller Durchstr6mung mit H, hervor (Abb. 3). 
Hier feh]lt das Maximum, die Potentialkurve biegt nach der Veresterungs- 
periode sofort auf das Niveau um, das bei langsamer Durchstré6mung 
erst nach voriibergehendem Weiteranstieg erreicht wird. Bei Abrech- 
nung der geringen durch den Substratzusatz verursachten Potential- 
anderung findet demnach bei der Periode der schnellen Garung eine 
Verschiebung des Niveaus um etwa + 30 Millivolt statt, wovon auf 
CO, héchstens 5 bis 7 Millivolt zu rechnen sind. Dies entspricht einer 
pu-Verschiebung um 0,4 bis 0,5 nach der sauren Seite, also beinahe 
genau der theoretisch durch Phosphatveresterung zu erwartenden. 
Die Pufferung des Saftes ist demnach tiberwiegend Phosphatpufferung. 

Da sich das Reduktionspotential mit fiir die hier angefiihrten 
Messungen geniigender Genauigkeit parallel mit dem Wasserstoff- 
potential verschieben wird [siehe hierzu Cannan, Cohen und Clark (6)), 
wird hiernach im Laufe der Phosphatperiode eine py-bedingte Ver- 
schiebung des Reduktionspotentials um etwa 30 Millivolt nach der 
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positiven Seite zu erwarten sein. Es sei darauf hingewiesen, daB der 
Gesamtwert der Verschiebung bis zur vélligen Veresterung nahezu 
unabhangig von der Phosphatkonzentration ist, wihrend die Steilheit 
der pu-Kurve bei gleicher Gargeschwindigkeit mit Zunehmender Phos- 
phatkonzentration fallen wird. Durch Erhéhung der Phosphatkonzen- 
tration laBt sich daher erreichen, daB das Potential zu Beginn der 
Veresterung relativ unbeeinfluBt durch py wird. 


Protokoll 1. 
Messung des Potentials von girendem Mazerationssaft an einer 
platinierten Pt-Elektrode in Wasserstoff. 

In die auf Abbildung dargestellte Durchstr6mungselektrode wurden 
2cem Mazerationssaft (10°, Trockenpulver) eingefiillt und zunachst unter 
starkem Schiitteln schnell, dann langsamer mit Wasserstoff durchstrémt. 
Nach etwa 5 Minuten war das Potential konstant und die Messung konnte 
begonnen werden. Zum Einpipettieren des Garsubstrates wurde der Stopfen 
kurz geliiftet und nach Eingabe etwa 1 Minute unter Schiitteln schneller 
durchstrémt, darauf wurden die Ablesungen wieder begonnen. Wahrend der 
ganzen Versuchsperiode wurde dann mit einer Geschwindigkeit von etwa 
einer Blase pro Sekunde weiter durchstrémt. Gegenelektrode: gesittigte 
Kalomelelektrode. Temperatur: 24°. 





Z Millivolt Zei Millivolt 
Zeit bezogen auf ae eit bezogen auf oat 
Normal-H,- PH Zusitz¢ Normal-Hy- PH Zusitze 
Min. Elektrode Min. Elektrode 
0 — 383 6,48 50 | — 370.5 
13 383 53 365 6,18 
30 383 6,48 | 0,3cem 38 °/oige Glu- 5D 357 
cose mit 0,016 mol. ty] Qn ~ Qs 
Hexosediphosphat of 350 5,93 
838 | —379 | 6,42 60 348 £ 
35 378,5 62 348 5,90 
39 378 65 349 
41 377 —s 6,38 70 352 5,98 
44 376 i4 353 
47 374 «6,34 98 355 ; 
120 355 6,01 





4. Messungen der Potentiale an blankem Platin. 


a) Messungen in Abwesenheit von Sauerstoff. Die Resultate von 
Messungen ohne Farbstoff waren sehr unbefriedigend. Es zeigte sich 
ein mehr oder weniger steiler Potentialabfall, durch Zusatz von Gar- 
substrat wurde der Kurvenverlauf wenig oder gar nicht beeinfluBt. In 
Gegenwart von Indikatoren wurde dagegen durch Zusatz von Glucose 
und einer kleinen Menge Hexosediphosphorsdiure (zur Beschleunigung 
der Angarung) ein schneller Potentialabfall hervorgerufen. Eine sehr 
charakteristische Potentialkurve wurde in Gegenwart von Indikatoren 
mit einem Normalpotential (py 6.4) von — 0.1 bis 0.15 Volt ge- 
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funden. 


Derartige Kurven sind in Abb. 4 dargestellt. 
Evakuieren fallt das Potential 


zunachst 


Nach dem 
steil, dann sanfter. Der 


Zusatz von Kohlenhydrat ruft nach kurzer Latenz ein sprunghaftes 
Absinken des Potentials um 0,03 bis 0,05 hervor, im Verlauf der An- 
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Abb. 4. 


Vergleich von Girungs- nnd Potentialkurven 
bei Abwesenheit von Op. 


Oben: CO.-Bildung. Das GefiB enthielt 0,3 ecm 

Trockensaftlisung, 0,05 cem Farbstofflisung, im 

Anhang 0,05 cem 38°/,ige Glucose + 0,016 mol. 
Hexosediphosphat. N» im Gasraum. 


Unten: Potentialkurven. Die Potentialmessungen 
wurden im Lehmannschen Vakuumelement mit 
dem gleichen Priiparat ausgefiihrt. Die Gir- 
kurven in Gegenwart der negativen Indikatoren 
zeigen keine erheblichen Abweichungen von 
dem Kontrollversuch ohne Farbstoff. Dies gilt 
auch fiir Gallophenin, das mit einem anderen 
Priparat gepriift wurde. 


Konzentration Erhéhung des Potentialminimums zur Folge 
der Kurvenverlauf aber der gleiche blieb. 


girung bleibt das Potential 
hier annahernd konstant und 
steigt dann ziemlich parallel 
mitdem Wasserstoffpotential 
(siehe Abb.2 und 3) und 
der Garkurve an. Der Anstieg 
betragt zwischen 0,03 und 
0,05 Volt. Meist ist er gréBer, 
als sich nach der pu-Ver- 
schiebung erwarten lieBe, be- 
sonders groB z. B. in dem 
Versuch mit  Brilliant-Ali- 
zarinblau. Der groBe Unter- 
schied der Affinitat der ein- 
zelnen Indikatoren zum enzy- 
matischen System zeigt sich 
besonders deutlich bei einem 
Vergleich von Messungen mit 
Nilblau und Gallophenin, die 
ein annahernd gleiches Nor- 
malpotential haben. Gallo- 
phenin, das von Michaelis 
und Eagle (16) 
wurde, war der einzige der 
hier benutzten negativeren 
Indikatoren, der duberst 
leicht mit dem Garungs- 
system reagiert (siehe hierzu 
Protokoll 2. und Abb. 5). 
Hier war das Potential bis zu 
ziemlich hohen Konzen- 
trationen nahezu unabhangig 
von der  Konzentration, 
wahrend bei den anderen 
Indikatoren Erhéhung der 
hatte, 
Mit Rosindulin (oberste 


gemessen 


Kurve der Abb. 4) und ahnlich mit Neutralrot wurden Kurven erhalten, 
die in einem so positiven Bereich liegen, daB von einer Reaktion mit 
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Protokoll 2. 
Messung des Potentials von gaérendem Mazerationssaft mit 
Gallophenin an einer blanken Pt-Elektrode im Vakuum. 


Borsook- und Schott-Elektrode mit zwei Retorten. Gegenelektrode: 
gesattigte Kalomelelektrode. 
Im Elektrodenraum: | cem Mazerationssaft (Anfangs-py 6,4). 
0,2. ,,  Gallophenin 1: L000. 
Retorte 1: 0,3 ., 0,018 mol. Hexosediphosphat. 
2: 0,2 30 °oige Glucose. 


10 Minuten evakuiert (Wasserstrahlpumpe). Beginn der Messung 15 Minuten 
nach Beendigung des Evakuierens. Messung bei Raumtemperatur: 24°. 
Die Elektrode wird wahrend der MeBperiode zuweilen mit der Hand ge- 
schiittelt. AuBer kurz nach dem Evakuieren konnte eine Beeinflussung des 
Potentials hierdurch nicht beobachtet werden. 





ar Millivolt Farbe 
_ Toe, Eigenfarbe: gelb Bemerkungen 
Min. || Elektrode Farbstoff: blau 
| 
0 — 87 Tief dunkelblau 
5 89 
Hexosediphosphat eingekippt 

6 — 93 

8 104 

10 112 Dunkelgriinlich 

12 119 

14 122 

16 126 Weiter aufgehellt 

20 125 

22 124 

Glucose eingekippt 

25 — 137 

27 137 Ganz blaS griinlich 

34 131 Beginnende Blasenbildung 
36 127 Ungeandert 

39 122 Starkste * 
bt 115 Ungeandert Schwichere ‘ 
60 115 Schwache " 

Offnung und Reoxydation 
Reevakuiert 

75 — 84 Dunkelblau 

77 94 

79 102 Dunkelgriin | Geringe Blasenbildung 
81 107 

90 108 Hellgriin 


dem Farbstoff kaum noch die Rede sein kann. Eine Kurve, wie sie mit 
Methylenblau und sehr ahnlich mit Indigotetrasulfonat erhalten wurde, 
zeigt Abb. 6. Bei nicht zu geringen Farbstoffkonzentrationen stellt 
sich nach Evakuieren ein ziemlich konstantes Potentialniveau ein. Bei 
Zusatz von Kohlenhydrat sinkt das Potential unter vélliger Entfarbung 
im Bereich des Farbstoffes schnell, dann langsamer ab. 
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b) Messungen in Luft und reinem Sauerstoff. Wber die Messung von 
Potentialen in luftgesattigten Extrakten wurde bereits friiher kurz 
berichtet. Dort wurde schon darauf hingewiesen, daB ebenfalls in Ab- 
mV | evatuiert 
+80 
‘ 
| 
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Hexosediph. 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Potential an blankem Pt in Potentiale an blankem Pt in 0,4 °/o 
girendem Mazerationssaft mit Methylenblau enthaltendem frischen 
Gallophenin imVakuum. Kurven- Mazerationssaft. 


miBige Darstellung des in Pro- 
tokoll 2 beschriebenen Versuchs. 





wesenheit von Indikatoren uncharakteristische Potentialkurven  er- 
halten werden, die keine Reaktion auf Kohlenhydratzusatz erkennen 
lassen. In Gegenwart von Indikatoren 

mit einem EF’ iiber 0 Volt wurden Pp 4 
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dagegen in Luft Kurven von der 
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Abb. 7. Abb. 8. 
Vergleich von Giarungs- und Potential- Potentialkurve mit 0,089/o, Brilliant- 
kurve mit 0.49/99 Methylenblau in Luft. Kresylblau, abwechselnd in Luft und 
Oben : CO5-Bildung von 0,3 cem frischem reinem Sauerstoff. In Luft begonnen, 
Mazerationssaft + 0,leem H,O + 0,1lecm bei <— Substrat einpipettiert. Bei a 


wurde O, aus einer Bombe eingeleitet, 
bei ¥ wieder Luft. Der gleiche Versuch 
ist in Protokoll 3 genauer beschrieben. 


0,2°/9ige Methylenblaulisung. Zur Zeit 0 
wurden 0,05 cem 30°/9ige Glucose mit 
0,01 mol. Hexosediphosphat eingekippt. 
Unten: Potentiale an blankem Pt be- 
zogen auf Normal-H,-Elektrode. 
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Indikatoren im Bereich zwischen — 0,1 und — 0,15 Volt im Vakuum. 
Eine derartige Kurve mit Methylenblau ist in Abb. 7 dargestellt. Die 
positiveren Indikatoren, die in geringeren Konzentrationen schon vor 
Substratzusatz vollstandig reduziert werden, in héheren aber die Garung 
hemmen, wurden hier nicht untersucht. Die Potentialminima werden 
mit Farbstoffen im Bereich zwischen 0,1 und 0 Volt nach Kohlenhydrat- 
zusatz sehr schnell erreicht. Sie liegen ziemlich unabhangig vom Normal- 
potential und der Konzentration des Indikators zwischen 0,02 und 
0,035 Volt (Tabelle I). Da zu erwarten war, daB bei Erhéhung des Sauer- 
stoffdruckes die Reoxydationsgeschwindigkeit des Leukoproduktes 
zunimmt, sollte sich das Potential nach der positiven Seite verschieben, 
wenn statt Luft reiner Sauerstoff eingeleitet wurde. Wie aus dem in 
Protokoll 3 genauer wiedergegebenen und in Abb.8 dargestellten 
Versuch mit Brilliantkresylblau hervorgeht, ist dies der Fall. Zu diesem 
Versuch wurde, um die py-Verschiebung zunachst méglichst herab- 
zusetzen, aus in Abteilung 3 erérterten Griinden das Trockenpulver in 
m/15 Phosphat, pu 6,4, statt wie sonst in Wasser aufgelést. Der Versuch 
wurde in Luft begonnen. Nachdem das Potential eben im Minimum 
konstant geworden war, wurde Sauerstoff aus einer Bombe eingeleitet. 
Darauf steigt das Potential momentan und wird nach 4 bis 5 Minuten auf 
einem um 0,032 Volt hdheren Niveau wieder annahernd konstant. Jetzt 
wurde wieder Luft eingeleitet, worauf das Potential ebenso schnell 
wieder das Ausgangsniveau erreicht, um dann entsprechend der nun 
bemerkbar werdenden py-Verschiebung anzusteigen. Von Indikatoren 
mit negativerem Potential als Methylenblau stand mir im naheren 


Tabelle I. Potentialniveau nach Zusatz des Garsubstrats in 
Gegenwart von Indikatoren. 





Konzen- i " 
Farbstoff tration | Fq(puGA) | a | ys, 
ecm Volt Volt 
Oe 0,085 13,8 Luft 
Thionin (Merck) ..... 0,08 0,08 (8) 0:06 | 147 100% Os 
),027 3.7 
Brilliant-Kresylblau(Gribler) 0.08 0,066(9) | 99 144 100% 0, 
Toluidinblau (Merck) . . . = 0,08 0,035 (10) 0,016 13,2 Luft 
Methylenblau (Kahlbaum) . 0,08 0,93 (8) 0,025 13.5 ‘i 
Indigotetrasulfonat 
(La Motte) ...... +) 0,01 —0,017 (11) ¢a.0,1 16,3 a 
Nilblau (Engl. Drug Stores) 0,007 —0,096(9) (—0,992 9,7 Vakuum 
Gallophenin (1.G. Farben). 0,08 —0,1038(16) —0,13 8,3 e 
Brilliant-Alizarinblau 
(Gribler). . . 2... 0,007 —0,137(16) —013 8,3 © 
Phenosafranin (Engl. Drug 
Stores). ....... 0,005 —0;210(13) —0,10 93 = 
Rosindulin GG (Griibler). . 9,007 —0,270(16) —0,94 11,3 ‘ 
Biochemische Zeitschrift Band 274. 93 
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Bereich nur Indigotetrasulfonat zur Verfiigung, das uncharakteristische 
Potentiale gab und in Sauerstoff auf Substratzusatz nicht reagierte. 
Das allerdings schon viel negativere Gallophenin, das im Vakuum so 
groBe Affinitat zeigte, reagierte in Gegenwart von O, ebenfalls nicht, 
es gab positivere Potentiale als die Farbstoffe der Methylenblaugruppe. 


In Tabelle I sind die Resultate der Messungen zusammengefaBt. Die 
E,-Werte sind gréBtenteils Mittelwerte aus mehreren Messungen. Die 
Schwankung der mit dem gleichen Indikator erhaltenen Werte betrug 
maximal etwa 15 Millivolt. Diese relativ groBe Schwankung wird wohl 
sehr wesentlich durch das Uberschneiden des durch wachsende Reduktions- 
intensitat verursachten Potentialfalles und des durch py-Verschiebung 
verursachten Potentialanstiegs bedingt. 


Protokoll 3. 


Messung des Potentials von gairendem Mazerationssaft mit 
Brilliant-Kresylblau an einer blanken Pt-Elektrode unter 
Durchleiten von Luft bzw. Sauerstoff. 

Die Elektrode befindet sich in einem dickwandigen  Reagensglas, 
sie mu8 fiir Durchstr6mungsversuche vollstindig von Fliissigkeit iiberdeckt 
sein. Durch eine feine Kapillare wird das Gas in starkem Strom in der 
Nahe der Elektrode vorbeigeleitet, so daB diese dauernd mit frischgesattigter 
Lésung bespiilt wird, aber nicht mit Gasblasen direkt in Beriihrung kommt. 
Die Zusaétze werden unter kurzem Herausheben der Kapillare (Schaiumen) 
einpipettiert und durch Umschiitteln fiir gute Vermischung gesorgt. 

Gegenelektrode: gesittigte Kalomelelektrode. 2ccm einer 10% igen 
Auflésung von Trockenpulver in m/15 Phosphat. py 6,4. 0,2 cem 1 mol. 
Brilliant-Kresylblau. 





Zeit 


é Millivolt* Gas Farbe Zusitze 
Min. 
O** + 137 Luft Stark blau 
2 130 
0,3 cem 37°%/sige Glu- 
cose, 0,016 mol. 
Hexosediphosphat 
4 + 52 
5 45 
6 H 38 
7 l 36 
8 33 Schwach blaulich 
10 32 
11 30 
12 30 
Os 
13 + 48 Starker blau 
16 64 
17 62 | 
is | 62 
Luft 
19 | + 44 | 
21 30 | 
23 28 i 
25 5 ie | Ganz schwach blau | 
Te ee ae 


* Umgerechnet auf Normal-H,-Elektrode. — ** 10 Min. nach Zusatz des Farbstoffs. 
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Diskussion. 


In der vorhergehenden Arbeit von J. Lehmann (15) wurden bei 

Untersuchung der isolierten Einzelsysteme der Garung fiir das reversible 
—2e 
System Aldehyd-Katalysator = Alkohol-Katalysator, das bei der 
} + 2e ° 
Garung als Oxydans dient, ein Normalpotential von 0,36 Volt, 
bezogen auf H,-Elektrode bei gleichem py, gefunden. Das bei der 
Garung als Reduktans fungierende phosphorylierte System sollte nach 
orientierenden Entfarbungsversuchen von Lehmann ein Normalpotential 
von etwa 0,14 Volt, ebenfalls bezogen auf H,-Elektrode von gleichem 
pu, haben, da Rosindulin noch teilweise von Hexosephosphat redu- 
ziert wird. Im Vakuum wird durch das in Funktion befindliche 
Garungssystem ein Indikator, dessen Potential an der Pt-Elektrode 
gemessen wird, auf ein Potential eingestellt, das im mittleren Bereich 
zwischen den Potentialen der Garungssysteme liegt. Auf diesen Wert 
fallt das Potential wihrend der Angarung und bleibt hier waihrend der 
schnellen Gaérung annadhernd konstant. Der Wert des Potentials ist 
nicht unabhangig von der Natur des angewandten Indikators. Er 
schwankt zwischen 0,29 und 0,25, bezogen auf eine H,-Elektrode von 
gleichem pu. Der zugesetzte Indikator verhalt sich nun so wie man 
es von einem Reaktionsvermittler zwischen Garungsoxydans und Garungs- 
reduktans erwarten sollte (siehe Schema). Ein solcher miiBte naimlich, 
worauf an anderer Stelle naher eingegangen werden wird, wenn in 
gleichen Zeiten gleiche Umsatze stattfinden, sich auf ein konstantes Ver- 
haltnis Ox : Red einstellen. Dem entspricht auch, daB nach Ablauf der 
schnellen Gairung, wenn nach Verbrauch des Phosphats wahrscheinlich 
die Konzentration des Garungsreduktans sinkt, das Potential infolge 
des hierdurch bedingten Anwachsens des Ox: Red-Quotienten des 
Reaktionsvermittlers ansteigt. DaB auch bei der normalen Garung 
zwischen oxydierend und reduzierend wirkendem System ein Ubertrager 
geschaltet ist, erscheint nach den Beobachtungen von Borsook und 
Schott (14) wahrscheinlich, die zeigten, daB zwischen derartigen Systemen 
eine Reaktion nur dann stattfindet, wenn ein Farbstoff zugegen ist. 
Elektrode 


_-Indikator~_ 


— ~ 
— ~ 
ee 


Garungsoxydans—(Ubertrager)—-Garungsreduktans 
Die in Gegenwart von Sauerstoff auftretenden Potentiale lassen 
sich am besten verstehen, wenn in Betracht gezogen wird, daB der 
zugesetzte Farbstoff als Sauerstoffiibertrager wirkt, reduzierend wirkt 
hier das gleiche System wie bei der Garung, oxydierend wirkt Sauerstoff. 
Es werden die Potentiale gemessen, die ein Ubertrager in der Reaktion 
Garungsreduktans — Ubertrager —Sauerstoff annimmt. Da die Reaktion, 
23* 
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wie die Atmungsmessungen ergaben, eine Nebenreaktion der Garung 
ist, ist der stationére Zustand, der sich einstellt, wenn in gleichen 
Zeiten gleiche Umsatze stattfinden, etwa so zu formulieren: 

Elektrode 


Farbstoff—O, 


Garungsreduktans—(U bertrager)—Garungsoxydans 

Durch die gestrichelte Linie zwischen Garungsoxydans und Indikator 
wird angedeutet, daB nach der Lage des Aldehyd Alkoholsystems eine 
Reaktion méglich ist. Eine Reaktion findet auch statt, jedoch erst 
in merkbarem Umfange bei ziemlich hohen Alkoholkonzentrationen. 
Setzt man zu einem Mazerationssaft, der Thionin enthalt, soviel Alkohol 
zu, da} die Kongentration etwa 5°, betragt, so wird Thionin auch in 
Luft sehr schnell reduziert. Bei geringeren Alkoholkonzentrationen, 
wie sie bei der hier stattfindenden Garung entstehen, ist die Wirkung des 
Alkohol-Aldehydsystems jedoch gegeniiber der des Garungsreduktans 
vollig zu vernachlassigen. 

Ganz kiirzlich wurde von Kluyver und Hoogerheide (18) wtber 
Potentialmessungen in Hefesuspensionen berichtet. | Von groBem 
Interesse sind die Messungen in Suspensionen atmender Zellen ver- 
schiedenen Stoffwechseltyps. Das Potential scheint hier proportional 

Qo Atmung 
dem log —, ————— 

Cds aerobe Garung 
scheinlich, daB das Potential eines Stoffes gemessen wurde, dessen 
Konzentration in oxydierter Form durch die GréBe der Atmung, in 
reduzierter Form durch die Gré8e der aeroben Garung bestimmt wird. 
Im Sinne der obigen Ausfiihrungen sollte man ein derartiges Verhalten 
von einem Ubertrager zwischen Atmungsferment und Garungsreduktans 


2 zu sein. Demnach erscheint es wahr- 


erwarten. 
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Uber den Einflu6 der Huminsiure 
auf die Aufnahme von Mineralsalzen durch die Pflanzen. 
Von 
A. W. Blagowestschenski und A. A. Prosorowskaja. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie am Wissenschaftlichen 
Forschungsinstitut fiir Diingerkunde in Moskau.) 


(Eingegangen am 29. August 1934.) 


In der komplizierten Frage des Einflusses der Huminsaéuren und 
ihrer Derivate auf die Entwicklung der Pflanzen ist noch keineswegs 
Klarheit vorhanden. 

Am einfachsten wire es natiirlich, anzunehmen, da die organische 
Substanz dieser Verbindungen von der Pflanze unmittelbar durch das 
Wurzelsystem aufgenommen wird. Auf die Méglichkeit einer solchen Auf- 
nahme von Zuckern hat im Jahre 1883 Béhm (1) hingewiesen. Spater 
haben spezielle Untersuchungen von Laurent (2), Molliard (3), Lubim- 
jenko (4) und anderen erwiesen, daB nicht nur Zucker, sondern auch ver- 
schiedene stickstoffhaltige Substanzen von der Art der Amide und Amino- 
siuren durch das Wurzelsystem aufgenommen werden. Aber diese Unter- 
suchungen haben auch gezeigt, daB das Wurzelsystem selbst die einfachsten 
organischen Substanzen mit einem verhaltnismaBig kleinen Molekiil nur 
in sehr schwachem MaBe aufnimmt. Was nun so komplizierte Verbindungen 
wie die Bestandteile des Humus betrifft, so sind hier die Méglichkeiten threr 
direkten Aufnahme durch die Pflanze noch geringer?. 

Kiinstliche Huminsubstanzen erhielt Gortner (5) bei gegenseitiger Ein- 
wirkung von Tryptophan, Aldehyden und Ketonen, .\/aillard (6) bei Konden- 
sation von Glucose mit Aminosaéuren bei Erhitzung derselben in Glycerin, 
Riickdeschel (7) bei Erhitzung von Glucose in einer wasserigen Lésung mit 
Ammoniak, Methylamin, Trimethylamin, Cholin, Betain und Pepton- Witte. 
Zweifellos ist auch die Bildung von Humus bei Oxydation der verschiedenen 
vielfach in Pflanzen vorkommenden Benzolderivate ebenfalls mit Konden- 
sationsvorgiéngen verbunden. So wurden beispielsweise in den Versuchen 
Ellers (8) humusahnliche Substanzen bei Oxydation von Phenol, Brenz- 
catechin, Chinon und Hydrochinon erhalten. 


Kin griindliches Studium sowohl aller soeben erwahnten kinstlichen 
Huminsubstanzen als auch einer Reihe von anderen, tiber die von Kurt 
Liesche (9) zusammenfassend berichtet wurde, erlauben die Schlub- 
folgerung, daB keine einzige von ihnen fiir die unmittelbare Ernahrung 
der Pflanzen von irgendwelcher Bedeutung sein kann. 

Wir sind der Meinung, daB ein Vergleich einiger Bestandteile des 
Humus (Phytosterin, Agrosterin) mit den Stoffen, die durch die moderne 
Hormonforschung bekannt geworden sind, uns als Leitfaden dienen 


' Vel. Niklewski, diese Zeitschr. 271, 111, 1934. 
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kénnte. Man darf vermuten, daB einzelne der Humusverbindungen 
nicht ohne EinfluB auf die Pflanzen sind, da sie als Stimulantien des 
Wachstums bereits in verschwindend kleinen Mengen auf die Pflanzen 
einwirken und indirekt den Verbrauch von Mineralstoffen erhéhen. 
Auf diese Rolle organischer Substanzen aus Torf hat schon Bottomley (10) 
hingewiesen, der ihnen die Bezeichnung ,,Auximone™ gab. Lieske (11) 
hat die Ansichten Bottomleys weiter entwickelt, nachdem er sie in 
speziell zu diesem Zwecke angestellten Versuchen nachpriifte. Nach 
Lieske besteht die das Wachstum der Pflanzenzelle stimulierende 
Wirkung der Huminsaure darin, daB die Plasmamembranen der Zellen 
fiir das Kindringen verschiedener Nahrstoffe durchlassiger werden, 
und da® insbesondere stickstoffhaltige Salze in diesem Falle besser 
aufgenommen werden als in den gew6hnlichen Nahrlésungen. 


Hinsichtlich der Frage, welche Bestandteile des Humus eine hormon- 
ahnliche Wirkung ausiiben, liegen vorliufig noch keinerlei sichere Ergebnisse 
vor. Dennoch ist es méglich, einige Vermutungen auszusprechen. Bei der 
Aufzahlung der Humusbestandteile haben wir Agrosterin und Phytosterin 
erwahnt. Diese Stoffe stehen den Gallenséuren und dem Ergosterin und hier- 
mit dem Vitamin D nahe. Noch interessanter sind die Ergebnisse Schoellers 
und Goebels (12), die aus Hyazinthe, Zwiebel und Mais ein Praparat ge- 
wannen, welches das Bliihen férdert und nach den Untersuchungen Bute- 
nandts (13) mit dem Follikelhormon identisch ist und daher auch dem 
Cholesterin und dem Phytosterin ungewoéhnlich nahesteht. Zweifellos mu8 
hierher auch das von Kégi (14) aus Hafer und spater auch aus menschlichem 
Urin isolierte Auxin gerechnet werden. Es ist anzunehmen, da8 die Isolierung 
dieser oder ihnen ahnlicher Substanzen aus dem Bodenhumus mit der Zeit 
gelingen wird. 

Die weiteren Ziele der Arbeit sind die Erforschung der Bedingungen, 
unter welchen diese Substanzen von der Zelle aufgenommen werden, 
und des Wesens ihrer Wirkung auf das Protoplasma. Die verstarkte 
Aufriahme von Mineralstoffen wird alsdann nicht als Ursache, sondern 
als Folge eines verstarkten Wachstums der Pflanze aufgefaBt werden 
— eines Wachstums, welches durch stimulierende Wirkung eines 
spezifischen hormonartigen Reizstoffes hervorgerufen wird. Darin be- 
ruht unserer Meinung nach in der Hauptsache der Grund fiir die wohl- 
tatige Wirkung der Huminséure auf die Entwicklung der Pflanze. 


Die vorliegende Arbeit ist dem EinfluB der allgemeinen Wirkung 
von aus Torf gewonnenen Huminsdurepraparaten auf Wachstum, 
Entwicklung und Aufnahmefahigkeit der Pflanzen fiir Stickstoff, Kali 
und Phosphor gewidmet. 


Die Versuche wurden mit Flachs vorgenommen, der in Wasserkulturen 
auf einer achtfach verdiinnten AKnopschen Nahrsalzmischung herangezogen 
wurde, deren Reaktion durch Zufiigung von verdiinnter Schwefelsiure 
auf py 5,8 gebracht wurde. Zwecks Erforschung des Einflusses der Humin- 
siure wurden die Versuchspflanzen mehrere Male im Verlauf der Vegetations- 
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periode fiir jeweils 6 Stunden auf Lésungen gebracht, welche Huminsiure 
enthielten und eine héhere Konzentration von N, P, K aufwiesen (ein Viertel 
oder die Halfte der Knopschen Mischung). 

Die endgiltige Lange der Pflanzenstengel und die Ernte an roher 
Masse in g ist aus Tabelle I ersichtlich. 





Tabelle I. 
Linge des Gewicht der 
Stengels rohen Masse 
em g 
oe Oe ee ee ey Ee 12.5 2,77 
Dasselbe + 20 mg Huminsiure. . 19,3 6,72 
. + 200 , ie wete 45,1 23,25 


In der zweiten Versuchsreihe wurden periodische Umsetzungen der 
Pflanzen auf Huminsdure enthaltende Lésungen folgenderweise durch- 
gefiihrt: die Pflanzen wurden nicht nur auf stickstoff-, phosphor- und 
kalihaltige Lésungen umgesetzt, sondern auch auf solche, die entweder 
nur NaNO,, oder nur Na,H PO,, oder nur K,SO, enthielten. Dies geschah 
in der Absicht, den Einflu8 der Huminsaure auf die Aufnahme einzelner 
Nahrstoffe zu erforschen. In dieser Versuchsreihe betrug die Aufenthalts- 
dauer der Pflanzen in den betreffenden Lésungen nicht jeweils 6 Stunden, 
sondern zweimal je 6 Stunden, einmal 24 Stunden, einmal 36 Stunden und 
die folgenden fiinfmal je 24 Stunden. Die Entwicklung der Pflanzen war 
eine véllig normale. Beim Vorhandensein von Huminsaure fiihlten sich die 
Pflanzen iiberall besser als ohne dieselbe, und in keinem einzigen Falle wurde 
Chlorose beobachtet. Zur Kontrolle wurden Versuche mit Pflanzen angestellt, 
die ununterbrochen in verdiinnter Knopscher Lésung mit und ohne Humin- 
siure kultiviert wurden. Die Ergebnisse werden in der Tabelle IT angefiihrt. 


Tabelle II. 





. Roh- Trocken- Trocken- 
7 ~~ qewieht remient gewieht 
a , le ii ar grii de 
Stengels| Wurzel "°ViSse Masse | Wurzel 
em em g g £ 

Ununterbrochene Ernahrung . . 67 12 23,8 6.3 0,8 

Dasselbe + 200mg Huminsaure . 67 18 30,8 7,8 1,0 
Umsetzung auf eine Lésung von 

m. Poape Bote ele as 50 17 15,2 3,2 0,7 

Dasselbe + 20 mg Huminsaure . 65 18 23,4 5,1 0.9 

5 +200 , J , 62 19 22,7 4,7 0,9 

Umsetzung auf K,SO,. . . . . 68 14 26,2 6,1 0,9 

Dasselbe + 20 mg Huminsaure . 75 16 29.9 y BY | 1,0 

“ +200 , % ? 73 14 28,3 7,2 1,0 

Umsetzung auf NaNO, ... . 59 14 20,1 5,1 1,0 

Dasselbe + 20 mg Huminsaure . 59 26 23,4 5,5 1,9 

a +200 , - : 70 16 31,5 7,6 1,2 

Umsetzung auf Na,HPO, . . . 63 15 20,1 4.8 0,9 

Dasselbe + 20 mg Huminsanre . 65 15 22,8 5,5 1,0 

J +200, Z ; 71 16 23,9 7.2 1,0 
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Die Beobachtung der Entwicklung hat gezeigt, daB bei periodischer 
Umsetzung der Pflanzen auf eine Nahrsalzmischung mit héherer Kon- 
zentration bei gleichzeitiger Aufnahme aller drei Elemente (N, P und K), 
aber auch bei einseitiger Ernahrung mit Kali die Pflanzen bei einer 
erhéhten Dosis von Huminsiure am Anfang eine bessere Entwicklung 
aufwiesen; jedoch entwickelten sich die Pflanzen, welche eine geringere 
Dosis von Huminsaure erhalten hatten, vom Moment des Bliihens an 
energischer und wberholten die anderen. Bei einseitiger Ernahrung 
mit Stickstoff und Phosphor halt die bei erhéhter Dosis von Humin- 
siure beobachtete Verbesserung der Entwicklung bis zum Ende der 
Vegetationsperiode unverandert an. 

Die ausgewachsenen Pflanzen dieser Versuchsreihe wurden auf 
ihren Gehalt an N, P und K hin analysiert. Vor allem laBt sich die 
Anwesenheit von Huminsaure in Ubereinstimmung mit den Angaben 
Lieskes in einer Vermehrung sowohl des prozentualen als auch des 
absoluten Stickstoffgehalts der Pflanzen erkennen, und dies sowohl 
bei dauernder als auch bei periodischer Einwirkung. Eine Erhéhung 
der Dosis von Huminsaéure bringt keine Erhéhung des Stickstoffgehalts 
der Pflanzen mit sich. Beim Vorhandensein von Kali und Phosphor 
wird Stickstoff in starkerem MaBe aufgenommen als aus einer Lésung, 
die allein NaN Og enthalt. Den Kaligehalt beeinfluBt das Vorhandensein 
von Huminsaure nur bei periodischer Ernahrung, wenn K, N und P 
gleichzeitig vorhanden sind, und zwar nur im Wurzelsystem. Die von 
der Huminsaéure bewirkte Verzégerung der Aufnahme von Kali in die 


Tabelle II. Der Gehalt an Stickstoff, Phosphor und Kali 
in Prozenten des Trockengewichts. 








Griine Masse Wurzeln 
N K P N kK P 
Ununterbrochene Ernahrung 2,02 2,56 0,96 2,15 2.98 2.61 
Dasselbe + 200mg Huminsaure. 2,45 2,96 | 0,93 3,00 3.21 2,62 
Umsetzung auf die normale 
MAUMIOMUNG. . 34 Ss. «x, 1,96 2,96 Lay 3,00 2.78 2,50 
Dasselbe + 20 mg Huminsiure . | 2,36 2,92 07 3,16 3,64 2,24 
+200 , a . | 220 | 2,98 104 2,72 3383 | 2,66 
Umsetzung auf KgSO,. . . . . — 2,87 | — — 3,33 - 
Dasselbe + 20 mg Huminsaure . — 2,60 — 3,33 _ 

‘< +- 2 - ms _ 2.26 - — 3,34 
Umsetzung auf NaNO, ... . ~~ 1,73 ~ 2,38 
Dasselbe + 20 mg Huminsiiure . 2,09 -- — 3,03 — 

‘< +200 , : . || 2.08 — 2.12 - — 
Umsetzung auf NagHPO, . . . _ - 9,93 — — 1,68 
Dasselbe + 20 mg Huminsaure . - _ 0,74 — -- 1,52 

+200 . J — - 0,78 - 1,62 
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Pflanze war besonders bei geringer Konzentration des Kalis in der 
Nahrsalzlésung auch an dem Aussehen der Pflanzen erkennbar. Der 
Phosphorgehalt wird durch die Anwesenheit von Huminsaure nicht 
beeinfluBt. 

Bei der Gegeniiberstellung der Ernteergebnisse mit den analytischen 
Daten und mit der in die Lésungen eingefiihrten Quantitat Huminsaure 
laBt sich erkennen, daB der positive EinfluB letzterer auf die Ent- 
wicklung des Flachses als Wirkung eines organischen Stimulans be- 
trachtet werden muB. Diese Stimulierung ruft eine energischere Ent- 
wicklung der Pflanzen hervor, die eine Vermehrung der Trockensubstanz 
ergibt. Die Tatsache, daB hierbei eine Erhéhung des prozentualen 
Stickstoffgehalts bei gleichzeitiger Verringerung des Phosphorgehalts 
vor sich geht, weist darauf hin, daB das gesteigerte Wachstum in erster 
Linie das Protoplasma betrifft, sich aber an der Kernsubstanz nicht 
auswirkt. Wahrend das Verhaltnis von Stickstoff zu Phosphor bei der 
ununterbrochenen Ernahrung ohne Huminsaure 2,1: 1 betragt, wird es 
beim Vorhandensein von Huminsaure auf 2,6: 1 gesteigert. Bei Kultur 
mit Umsetzung auf normale Nahrlésung ohne Huminsaure betragt 
das Verhaltnis N: P 1,7: 1, beim Vorhandensein von 20 mg Huminsaure 
2,2:1 und bei 200 mg Huminsaure 2,1:1. Wir beabsichtigen diese 
Forschungen durch zytologische Untersuchungen zu erganzen und auch 
die Veradnderungen in der Durchlassigkeit des Plasmas unter dem 
EinfluB der Huminséure zu untersuchen. 
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Herabsetzung der Glykolyse 
und Erhéhung des leicht abspaltbaren saureléslichen Phosphors 
im Blut nach langdauernder, ermiidender Arbeit. 


Von 
Zacharias Disehe und Kurt Sachs. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Wien.) 


(Eingegangen am 28. September 1934.) 


LaBt man Hunde 2 bis 3 Stunden ununterbrochen bis zu mehr oder 
weniger vollstandiger Erschépfung laufen, so treten, wie Dische und 
Goldhammer' festgestellt haben, erhebliche Anderungen der einzelnen 
Fraktionen des Blutphosphors ein, und zwar sinkt der anorganische 
Phosphor, waihrend der organische saéurelésliche Phosphor in der iiber- 
wiegenden Mehrzahl der Fille bedeutend in die Héhe geht. Da diese 
Veranderungen nach peroraler Zuckerzufuhr vor dem Lauf weniger stark 
in Erscheinung treten, glaubten die Autoren, sie mit der durch Arbeit 
bedingten Glykogenverarmung der Leber und darauf einsetzender 
Glvkoneogenie in Zusammenhang bringen zu kénnen. Wenn diese 
Auffassung richtig war, so muBte sich auch bei aus anderen Ursachen 
eintretendem Glykogenschwund der Leber eine Veranderung des Blut- 
phosphors nachweisen lassen. Wir priiften deshalb zunachst die Ver- 
anderungen des anorganischen Phosphors im Blute nach protrahiertem 
Hunger. Als Versuchstiere wahlten wir Meerschweinchen, da bei ihnen 
relativ leicht durch fortlaufende Herzpunktionen eine fiir die Be- 
stimmung geniigende Menge Blut entnommen werden kann und anderer- 
seits wegen der Kleinheit der Tiere eine sehr starke Glykogenverarmung 
schon nach relativ kurzem Hunger zu erwarten war. Wir fanden nun 
bei fiinf Meerschweinchen, die 7 Tage hungerten und dadurch stark 
entkraftet schienen, nicht den geringsten Anhaltspunkt fiir eine Senkung 
des anorganischen Phosphors im Blute, vielmehr war in einigen Fallen 
die Héhe des anorganischen Phosphors sogar hdher als simtliche wieder- 
holt an verschiedenen Tagen erhaltenen Werte vor der Hungerperiode. 
Es schien demnach, daB die von den obenerwahnten Autoren beob- 
achtete Verdinderung des Blutphosphors nicht auf die Glykogen- 
verarmung als solche, sondern auf die wahrend anstrengender Muskel- 
arbeit bei eintretender Kohlenhydratkarenz sich einstellende Um- 
stellung des Stoffwechsels zuriickzufiihren sei. Dische® fand nun, daB, 
wenn man von einer mit physiologischer Kochsalzlésung glucosefrei 
gewaschenen Suspension menschlicher Erythrocyten zwei Proben, von 


! Diese Zeitschr. 247, 8, 1932. — 2? Wird demnachst ver6ffentlicht. 
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denen die eine Glucose zugesetzt erhielt, in einem Wasserbad von 40° C 
45 Minuten stehenlieB, darauf zu der bisher zuckerfreien Probe eine 
entsprechende Menge Glucose zusetzt und nunmehr den in der nachsten 
halben Stunde eingetretenen Zuckerschwund in den beiden Suspen. 
sionen vergleicht, derselbe in der ohne Zuckerzusatz bei 40° belassenen 
Suspension stets erheblich gréfer war als in der anderen. 

Es treten also beim Stehen in glucosefreien Erythrocyten bei 
K6rpertemperatur gewisse Veranderungen ein, die zu einer Beschleuni- 
gung der Glykolyse fiihren. Diese Veranderungen treten nicht ein, wenn 
die Erythrocyten zugesetzte Glucose enthielten. Wir wissen aus den 
Untersuchungen von Braunstein und Engelhardt', daB in glucosefrei 
gewaschenen Erythrocyten bei 40° ein erheblicher Zerfall der saure- 
léslichen Phosphorsaureester eintritt, der bei Vorhandensein von Glucose 
ausbleibt bzw. durch Resynthese verdeckt wird. Es war nun denkbar, 
daB die Geschwindigkeit der Glykolyse in den Erythrocyten irgendwie 
mit deren Gehalt an bestimmten saureléslichen Phosphorsdiureestern 
zusammenhangt, und zwar so, daB die Abnahme dieser organischen 
Phosphorverbindungen eine Beschleunigung, die Zunahme dagegen eine 
Hemmung der Glykolyse bedinge. Ein solcher Zusammenhang, wenn 
auch in entgegengesetztem Sinne, ist von verschiedenen Autoren schon 
angenommen worden. Auf Grund dieser Versuche von Dische erschien 
es nicht unmdglich, daB die Abnahme der anorganischen Phosphorsaure 
und die Zunahme des organischen saureléslichen Phosphorsdureesters 
im Blute so zu erklaren sei, daB bei eintretender Glykogenarmut der 
Leber wahrend der Arbeit im Organismus Regulationen in dem Sinne 
einsetzten, daB auBerhalb der Muskulatur, um letzte Kohlenhydrat- 
reserven zu sparen, eine Verminderung der glykolytischen Prozesse 
stattfindet. Diese Hemmung der Glykolyse kénnte nun auf die Weise 
bewirkt werden, da eine vermehrte Bildung gewisser organischer 
siureléslicher Phosphorsaureester stattfindet, die, falls die von Dische 
erwogene Deutung seiner Versuche richtig ist, eine Verminderung der 
Glykolysegeschwindigkeit nach sich ziehen miiBte. 

Wir versuchten also Anhaltspunkte fiir die Richtigkeit unserer 
Vermutung zu gewinnen, indem wir in einer gréBeren Anzahl von 
Versuchen an mehreren Hunden einerseits die Blutglykolyse unmittelbar 
vor und nach einem erschépfenden Lauf auf der Tretbahn, und andererseits 
gleichzeitig in einem Teil der Versuche den gesamten organischen sdure- 
lislichen Phosphor sowie besonders den leichtabspaltbaren organischen 
Phosphor (dessen Verainderungen von Dische und Goldhammer in ihrer 
Arbeit nicht beriicksichtigt wurden), in ungewaschenen Erythrocyten 
bestimmten. Wir hofften durch die Feststellung einer gewissen Paralle- 


! Diese Zeitschr. 201, 48, 1928. 
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litat zwischen den Veranderungen des glykolytischen Vermégens und 
denen des saureloslichen Phosphorsaureesters auf einen kausalen Zu- 
sammenhang zwischen diesen beiden Phanomenen schlieBen zu kénnen. 
Im Gegensatz zu Dische und Goldhammer bestimmten wir, wie oben 
erwihnt, den saureléslichen organischen Phosphor in den Erythrocyten 
und nicht im Gesamtblut, denn vom Standpunkt der Fragestellung 
erschien nur die Anreicherung dieser Stoffe in den einzelnen Erythrocyten 
von Wichtigkeit, die mit der Anreicherung im Gesamtblut, wie sie von 
Dische und Goldhammer in ihren Versuchen gefunden wurde, keineswegs 
gegeben erscheint, da ja wahrend des Laufes durch Ausschwemmung 
des erythrocytenreicheren Depotblutes eine relative Zunahme der 
Erythrocyten im Gesamtblut eintreten kann. Einige Autoren geben an, 
da} sie solche Verinderungen im Blute nach dem Laufen der Hunde 
beobachtet haben. Aus diesem Grunde muBten sowohl die Glykolyse 
wie auch die verschiedenen Fraktionen der organischen Phosphorsaure 
auf die gleiche Erythrocytenmasse bezogen werden, wenn diese Werte vor 
und nach dem Laufen miteinander vergleichbar sein sollten. 


Versuchsanordnung. 


Wir fiihrten drei Reihen von Versuchen aus. In zwei von ihnen wurden 
Hunde verwendet, deren Wachstumsperiode abgeschlossen war, wiaihrend 
bei der dritten noch wachsende Tiere verwendet wurden. Die Hunde wurden 
mit gemischter Kost (Gasthausabfalle) ernahrt. Der Lauf fand zur Erzielung 
gleichmaBiger Resultate und weil nach Dische und Goldhammer nach Kohlen- 
hydratzufuhr die Vermehrung des organischen Phosphors  ausbleibt, 
24 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme statt. Das Laufen in der 
Tretbahn wurde im allgemeinen bis zum Auftreten deutlicher objektiver 
Zeichen der Ermiidung (Dyspnoe und wachsender Widerstand gegen das 
Weiterlaufen sowie Apathie) fortgesetzt. _Dementsprechend war bei der 
zweiten und dritten Versuchsreihe die Laufdauer eines jeden Tieres bei den 
spaiteren Versuchen infolge des fortschreitenden Trainings in der Regel 
langer, als bei den friiheren und betrug mindestens 1'/, Stunden. 

Die Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor und nach dem Lauf durch 
Abtropfenlassen aus der angeschnittenen Ohrvene und dauerte maximal 
4 Minuten. Da die Abnahme stets gleicher Mengen des Blutes sich bei den 
Tieren als undurchfiihrbar erwies und da wir stets auf gleiche Konzentration 
des gerinnungshemmenden Natriumcitrats Wert legten, wurde die fiir 
jeden Versuchsansatz verwendete Blutmenge auf folgende Weise grob 
gemessen: Es wurde in einem mit einer Marke versehenen Zentrifugierglas 
eine 0,25 bis 0,80° Natriumcitrat enthaltende physiologische Kochsalz- 
lésung hineinpipettiert und daraufhin das Blut aus der Vene bis zu der 
genannten Marke zutropfen gelassen. Auf diese Weise wurde vorher und 
nachher eine annihernd gleiche Blutmenge entnommen, und zwar in den 
Versuchen | bis 8 der Tabelle I wurde das Blut in der dreifachen, in allen 
anderen Versuchen in der neunfachen Menge der natriumcitrathaltigen 
Kochsalzlésung bzw. Phosphatlésung aufgefangen. Die genauere Bestim- 
mung der entnommenen Blutmenge erschien belanglos, da alle Messungen 
ohnehin spiter auf Grund von Hamoglobinkonzentrationsmessungen auf 
gleiche Erythrocytenmasse bezogen wurden. 
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I. In einer ersten orientierenden Versuchsreihe wurde nur die Glykolyse 
vor und nach dem Lauf bestimmt. Beim Ansetzen dieser Versuche muBte auf 
zwei Umstinde geachtet werden. Da die Abnahme des Glucosegehaltes 
der Erythrocytensuspension mit Hilfe einer kolorimetrischen Methode 
gemessen worden ist, erschien es ratsam, um mdglichst groBe prozentuale 
Ausschlige zu erzielen, das Verhaltnis von glykolysierender Erythrocyten- 
masse zur Anfangskonzentration der Glucose méglichst groB zu wahlen. 
Zweitens muBte beachtet werden, daB durch den ersché6pfenden Lauf die 
Abnahme der Alkalireserve des Blutes zu erwarten war; wenn auch dadurch 
das px des Blutes in vivo nicht verandert wurde, so konnte nach Entnahme 
aus der Ader und Abdunsten der CO, das Blut nach dem Lauf saurer sein, 
als vor dem Lauf. und das konnte an und fiir sich eine Abnahme der Glyko- 
lyse nach dem Lauf bewirken, da diese ja bekanntlich mit dem Steigen der 
Wasserstoffionenkonzentration sinkt. Aus diesen Griinden erfolgte der An- 
satz der Glykolyseversuche folgendermaBen: Die durch ZuflieBenlassen des 
Blutes in die vorbereitete Natriumcitratkochsalzlésung erhaltene Suspension 
wurde abzentrifugiert, die obenstehende Fliissigkeit abgesaugt und dann die 
zuriickbleibenden Erythrocyten mit der genannten Waschfliissigkeit auf 
das Drei- bis Vierfache der aus der Ader entnommenen Blutmenge auf- 
gefiillt. Nur in den Versuchen 9 und 10 der Tabelle I wurden die abzentri- 
fugierten Erythrocyten nochmals in einer gréBeren Menge Waschfliissigkeit 
aufgewirbelt, abzentrifugiert und ungefahr auf das 3,6fache Volumen der 
urspriinglichen Blutmenge aufgefiillt. Es wurde immer darauf geachtet, 
da8 alle Manipulationen von der Blutentnahme bis zur Beendigung der 
Glykolyse vor und nach dem Lauf genau die gleiche Zeit in Anspruch 
nahmen. Mit dieser Suspension gewaschener Erythrocyten wurde nach 
Ermittlung der relativen Erythrocytenmasse durch Vergleich der Hamo- 
globinwerte der Glykolyseversuch angesetzt. 

Durch das ein- bis zweimalige Waschen der Erythrocyten wurde die 
Zuckerkonzentration in der Suspension wesentlich herabgesetzt, und zwar 
hauptsichlich durch Verdiinnung des Plasmazuckers, denn die Erythrocyten 
des Hundeblutes sind zwar fiir Glucose permeabel, aber im Gegensatz zu 
den Verhaltnissen bei den menschlichen Erythrocyten dringt die Glucose 
nur sehr langsam aus ihnen heraus, so da nach einmaligem Waschen in 
unseren Versuchen, wie der Vergleich mit dem ungewaschenen Blute ergab, 
noch der gréBte Teil der in ihnen urspriinglich vorhandenen Glucose nach- 
weisbar war und erst nach mehrmaligem Waschen ein betrachtlicher Verlust 
der Erythrocyten an Glucose zu beobachten war. 


DaB keine Verschiebung des py nach dem Lauf infolge Verminderung 
der Alkalireserve eintritt, zeigten Versuche, in denen die Suspensionsfliissig- 
keit (nach einmaligem Waschen durch das Citrat schwach gepuffert) bei 
der Bestimmung nach Michaelis das gleiche py vor und nach dem Lauf 
(px = 7,3 bis 7,4) aufwies. Ein etwaiger EiweiBfehler bei dieser Bestimmung 
miiBte sich vor und nach dem Lauf im gleichen Sinne auswirken. Nichts- 
destoweniger haben wir in der ersten Versuchsreihe noch drei Versuche 
ausgefiihrt, bei denen das Blut statt mit isotonischer Natriumcitratlésung 
in mit Natriumcitrat in gleichem Verhaltnis versetzten isotonischen Phos- 
phatpuffer (py = 7,0) aufgefangen und damit auch einmal gewaschen wurde 
(vgl. Tabelle I, Nr. 6, 7 und 8). Die Resultate dieser Versuche fielen in 
dem gleichen Sinne wie die der anderen aus. 

Die Reduktion der Glykolysewerte auf gleiche Erythrocytenmasse und 
Umrechnung auf eine Sahli 100 entsprechende Erythrocytenkonzentration 
erfolgte durch Bestimmung des Hamoglobins nach Sahl. 
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Die Ergebnisse dieser 
Versuchsreihe sind in 
Tabelle I unter Nr. 1 bis 
10 verzeichnet. Zum Ver- 
stindnis der Tabelle sei 
bemerkt, daB die in den 
Kolonnen 7 der Tabelle 
verzeichneten Kohlen- 
hydratwerte in der Sus- 
pension vor und nach der 
Glykolyse in mg-% der 
Suspension ausgedriickt 
sind, wahrend die in der 
nachsten Kolonne 8 ver- 
zeichnete Abnahme der 
Kohlenhydratwerte durch 
Glykolyse schon auf die 
einem Sahli von 100 ent- 
sprechende Erythrocyten- 
masse bezogen ist. 


II. In dieser ersten 
Versuchsreihe war die 
Konzentration der Glucose 
in der fiir den Glyko- 
lyseversuch verwendeten 
Erythrocytensuspension 
nach dem Lauf stets kleiner 
als vor dem Lauf, was 
natiirlich mit der Senkung 
des Blutzuckers nach er- 
schépfender Arbeit zu- 
sammenhangt. Obwohl 
Dische und Rand! ge- 
funden haben, da die 
Glykolysegeschwindigkeit 
der menschlichen Erythro- 
cyten in weitestem MaBe 
von der Zuckerkonzen- 
tration unabhangig ist, 
so haben wir doch, da sich 
Hundeerythrocyten még- 
licherweise anders ver- 
hielten, weitere Versuche 
angestellt, bei denen Vor- 
sorge getroffen war, daB 
der Einflu8 der Zucker- 
konzentration méglichst 
ausgeschaltet wurde. Zu 
diesem Zwecke versuchten 
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ver6ffentlicht. 
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wir zunichst die Hundeerythrocyten glucosefrei zu waschen und sie dann 
mit gleichkonzentrierter Glucoselésung zu versetzen. Wir kamen aber 
davon ab, als zwei Vorversuche zeigten, daB nach dreimaligem Waschen 
der Erythrocyten die Abnahme der Glykolyse nicht mehr festzustellen 
war. Infolgedessen wurde in der zweiten Versuchsreihe (Tabelle IL) die 
Ausschaltung dieses stérenden Umstandes so erreicht, da das vor dem 
Lauf entnommene Blut in einer Natriumcitratkochsalzlésung aufgefangen 
und einmal mit einer Lésung gewaschen wurde, die 7 mg-% Glucose 
enthielt, nach dem Lauf dagegen mit einer solchen, die 10 mg-°% Glucose 
enthielt. Dadurch wurde erreicht, daB die Konzentration der Glucose in 
der Suspension schon in einem Teil der Faille nach dem Lauf héher war als 
vor demselben, und in den anderen Versuchen, in denen die erstere noch 
immer niedriger ausfiel, die Differenz prozentual nur unbedeutend war. In 
diesen Versuchen wurden stets neben der Glykolyse auch die organischen, 
siureléslichen Phosphorséureester und ihre durch Kochen in n Salzsaure 
durch 7 Minuten abgespaltene Fraktion bestimmt. 

Die Bestimmung der Phosphorsdurefraktionen erfolgte unmittelbar in 
der durch ZuflieBenlassen des Blutes aus der Ader erhaltenen Suspension 
(also in den ungewaschenen Erythrocyten), und zwar nach der von Kuttner 
und Cohen! angegebenen Methode. Es wurde von den direkt gemessenen 
Werten des saureléslichen Gesamtphosphors und seiner nach 7 Minuten 
Kochen in n HC! abgespaltenen Fraktion der ebenfalls in der Suspension 
direkt gemessene unmittelbar bestimmbare Phosphor abgezogen und so der 
organische Teil der Fraktionen ermittelt. Die Reduktion der Phosphorwerte 
auf gleiche Erythrocytenmasse vor und nach dem Lauf wurde durch Messung 
der Hamoglobinkonzentration in der jeweils verwendeten Suspension bewerk- 
stelligt. Dies geschah zur Erhéhung der Genauigkeit in dieser Versuchsreihe 
nicht nach Sahli, sondern indem wir sofort nach der Blutentnahme !/, ecm 
Suspension in 2cem n/10 Salzsiure einbrachten und die so vor und nach 
dem Lauf gewonnenen salzsauren Hamatinlésungen nun in einem Klett- 
kolorimeter in bezug auf ihre Farbintensitat verglichen. (Dabei standen 
auch die nach dem Lauf gewonnenen Lésungen zur Erzielung der vollen 
Farbintensitat mindestens 1 Stunde.) Es wurde nun die Hamoglobin- 
konzentration vor dem Lauf gleich 1 angenommen, und die Phosphorsaure- 
werte nach dem Lauf wurden durch die beim kolorimetrischen Vergleich 
des salzsauren Hiimatins gefundenen Werte dividiert und so auf die gleiche 
Erythrocytenmasse bezogen, wobei angenommen wurde, da der organische 
siurelésliche Phosphor sich nur in den Erythrocyten befindet (da ja bekannt- 
lich im Plasma nur Spuren davon vorhanden sind und etwaige Schwankungen 
dieser geringen Menge nicht ins Gewicht fallen kénnen). 

Die Glykolyse wurde in dieser Versuchsreihe nicht an der wnmittelbar 
gewonnenen Erythrocytensuspension, sondern in der aus ihr durch einmaliges 
Waschen und Wiederauffiillen auf das Volumen des urspriinglichen Blutes 
gewonnenen dichteren Suspension gemessen. Die Reduktion der gemessenen 
Glykolysewerte (Kolonne 6 der Tabelle II und III) auf die gleiche Erythro- 
cytenmasse erfolgte wie bei den Phosphorsiureesterwerten. 

Die Bestimmung der Glucose in der Erythrocytensuspension erfolgte 
nach der Methode von Dische und Popper? nach Fallung der Suspension 


1 7. Kuttner u. Cohen, J. of biol. Chem. 75, 517, 1927; 7. Kuttner u. 
L. Lichtenstein, ebenda 95, 661, 1932. — ? Z. Dische u. H. Popper, diese 
Zeitschr. 175, 371, 1920. 
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Tabell: Ll. 
1 2 3 4 5 6 
Kohlenhydrat in mg-°/y der Suspension aa ] 
sestulaniaosialaiasiie Suspension, 
vorher und nachher a ionic 
Nr. Hund | Datum Laufzeit vor dem Lauf nach dem Lauf dieselbe Erythrocyte: 
masse bezogen — 
vor der nach der’ vor der nach der vor dem nach der yor dem 
Min. Glykolyse | Glykolyse Glykolyse Glykolyse Lauf Lauf Lauf 
1 VII 10.1V. 300 31,8 | 200 268 | 20,0 11,8 7.6 5,57 
2 VIII 13. IV. 330 35,4 21,6 27,6 18,0 13,8 10,5 4,86 
3 «VIII 17. IV. 300 33,2 25,8 30,7 24,4 7,4 6,8 4,15 
4 Vill 24. 1V. 570 26,0 17,4 34,4 25,0 8,6 7,3 5,23 
5 Vil te 600 39,0 26,5 25,5 16,9 10,5 7,73 
6 VIII 9. V. 630 34,9 18,1 31,7 18,8 16,2 14,9 
7 IX 11. IV. 90 37,0 25,0 41,8 29,4 12,0 19,9 4,78 
8 X 16. IV. 100 46,4 24,0 37,4 28,8 22.4 9.8 4.57 
+] X 19. IV. 140 55,7 33,1 46.4 32,4 22.6 14,8 EY gi! 
10 x 23. IV. 120 40,0 19,0 45,6 21,3 21,0 22,6 3,61 
11 X 26. IV. 230 43,3 | 21,6 41,6 28,9 16,3 10,0 4,00 
12 xX 4. IV. 290 29,2 18,9 28,0 21,2 10,3 6,7 4,68 
13}; XI 27. IV. 130 44.8 26,4 27,4 12,6 18,4 15,0 4,30 
14 XI 30. IV. 180 38,5 23.2 40,0 23,2 15,3 14,7 5,382 
15 XI Books 220 37,7 21,3 26,9 14,0 16,4 13,2 4,18 
16 = XII 17. III. 430 514 | 240 45,1 24,0 27.4 20,1 5,38 
17 || XO 14. 1. 160 41,0 24,3 33,5 23,6 16,7 11,2 
Tabelle III. Versuche mit im — Wach 
1 || XIV 22. I. 140’ 25,3 14,4 27,3 10,3 10,9 16,9 4,80 
2 XIV; 29. L 210 27,2 14,1 28,3 12,6 13,1 15,3 5,16 
8 || XIV 5. II. 280 24,8 11,1 24,8 12,0 13,7 12,1 4,80 
4 XIV 8. IL. 340 23,5 9,8 24,0 12,0 13,7 ih 5,07 
§ | XIV 21. I. 380 33,4 16,7 68,5 43,4 16,7 20,9 4,88 
6 || XIV. 28. IT. 360 32,6 18,5 44,3 36.5 14,1 6,8 
7 || XIV 8. IIT. 360 37,1 16,7 34,4 19,0 20,4 17,5 7,05 
8) XIV 13. IIL. 409 5,74 
9) XIV 15. III. 360 25,4 16,1 35,5 26,4 93 9,4 5,64 
10 XV 26. IL. 150 40,0 22,4 39,2 28,2 17,6 10,8 6,27 
CG hee 2. II. 240 27,2 16,6 30,4 13,0 10,6 19,1 5,69 
12 | XV 7. Tl. 260 41,4 22,5 40,6 20,8 18,9 21,5 6,97 
13 | XV 12. III. 250 35,0 19,2 37,8 24,0 15,8 12,9 6,14 


mit dem gleichen Volumen 12,5 °%iger Trichloressigsiure und Abzentrifu- 
gieren des Niederschlages. Bei dieser Methode werden nicht nur die Glucose, 
sondern auch alle anderen im Zentrifugat befindlichen Kohlenhydrate 
erfaBt. Es handelt sich dabei um verschiedene Kohlenhydrate, die nur in 
den Erythrocyten enthalten sind und aus ihnen nicht diffundieren, und 
zum gréBten Teil noch unbekannter Konstitution sind. Ihre Konzentration 
nach der Indolschwefelsiuremethode gemessen und als Glucose ausgedriickt 
betragt im Blute 0,01%. Dische und Rand haben festgestellt, daB dieses 
Kohlenhydrat der Erythrocyten bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose 
bei zweistiindigem Stehen im Brutschrank nicht abnimmt. Die Abnahme 
der Farbenreaktion bei der Indolschwefelsiurereaktion kann demnach nur 
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ell: Ll. 
7 8 9 
“me Phosphorsiiure vorher und nachher auf dieselbe Gebildete Mileh- 
Erythrocytenmasse bezogen siure auf dieselbe 
ra Seer nee vi ee ENS AOD Sy Ors a ee es re Erythrocytenmasse 
anorganische leichtabspaltbare organische beneges Bemerkungen 
det vor dem nach dem’ vor dem nach dem vor dem | nach dem. vor dem | nach dem 
uf Lauf Lauf Lauf Lauf Lauf Lauf Lauf Lauf 
6 5,57 6,57 3,58 3.93 28.0 31,1 keine Dyspnoe 
5 4.86 5,47 | 2,17 2,69 30,2 33,5 - - 
8 4,15 3,438 | 3,51 3,56 26,3 25,2 ° . 
3 5,23 3,87 2,67 3,06 18,2 19,5 ‘ . 
73 7,57 5,06 * * 
9 9,2 8,3 * . 
9 4,78 2,97 3,14 3,16 24,2 25,6 etwas 
8 4.57 3,66 4,13 4,38 28,8 30,9 starke 
8 i 3,36 3,48 3,60 28,6 30,1 etwas, 
6 3,61 3,01 2,91 2,95 25,5 25,5 keine y 
0 4,00 286 283 3,06 25,6 26,7 etwas 
7 4.68 5.60 4,00 4,24 29.3 30,3 8,7 5.2 schwache Dyspnoe 
0 4,30 2,70 3,38 4,02 32,5 33,9 etwas dyspnoisch 
7 5,82 3,86 2,57 3,33 31,7 32,5 kaum - 
2 4,18 1,58 3,30 3,61 33,9 35,7 etwas - 
1 5,38 6,36 28,1 30,0 
9 
im B Vachstum befindlichen Hunden. 
$) 4,80 4,35 23,4 93.4 miaBbig dyspnoisch 
3 5,16 5,46 4,36 3,43 24,7 24,5 - - 
1 4,80 5,52 5,82 6,45 20,8 22,4 - - 
1 5,07 5,04 3,98 4,86 17,8 19,4 - . 
g 4,88 4,56 2,26 3,44 16,9 18,6 * * 
S 9 " 
) 7,05 5,90 2,78 3,30 27,4 29,0 * , 
5,74 6,66 3,37 3,74 31,2 31,6 - - 
4 5,64 6,42 3,33 3,92 28,0 29,4 wenlg - 
5 6,27 5,23 3,54 3,24 31,6 28,0 
l 5,69 4,91 2.81 2,91 31,0 31,6 sehr - 
_) 6,97 5,89 2,56 3,18 33,3 38,8 starke Dyspnoe 
9 6,14 5,31 3,88 3.76 29,6 31,6 Apathie 








auf die Abnahme der Glucose bezogen werden. 


Die in der Kolonne 5 der 


Tabellen IT und III vor und nach dem Lauf gefundenen absoluten Kohlen- 
hydratwerte entsprechen den direkt gemessenen, nicht auf die gleiche 
Erythrocytenmasse bezogenen Werten. 


Versuchsergebnisse. 


Aus den Tabellen I und II ist zu entnehmen, da8 in 26 von den 27 an 
erwachsenen Hunden ausgefiihrten Versuchen eine Abnahme der Glykolyse 
nach dem Lauf festzustellen war. Das Ausma8 der Glykolyseverminderung 
war sehr verschieden und schwankte zwischen 6% und in einem Falle 

Biochemische Zeitschrift Band 274. 
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67°, des Wertes vor dem Lauf. Nur in einem Falle bei Versuch 10 der 
Tabelle If ergab sich eine Zunahme der Glykolyse um 8%, was natiirlich 
innerhalb der Fehlergrenze der Methode liegt. In diesem Falle scheint die 
Laufzeit des Tieres aus &4uBeren Griinden zu kurz bemessen gewesen zu sein, 
da es sich um den dritten Laufversuch des Tieres handelte und die Laufzeit 
kiirzer als in den vorhergehenden war. Bei dem nachfolgenden Versuch, bei 
dem die Laufzeit doppelt so gro war, trat auch wieder eine wesentliche 
Verminderung der Glykolyse nach dem Lauf ein. 

Zur Bewertung der Genawigkeit der erzielten Resultate sei darauf hin- 
gewiesen, daB in mehreren Versuchen der Tabelle I und II die Anfangs- 
konzentration der Glucose in den Proben vor dem Lauf Aéher, die End- 
konzentration niedriger als nach dem Lauf war, so dai bei dem direkten 
kolorimetrischen Vergleich der Zuckerkonzentrationen der Proben unter- 
einander die Abnahme der Glykolyse nach dem Lauf besonders sinnfallig 
wurde. Gleichzeitig beweist es, daB diese Abnahme nicht etwa auf eine 
geringere Konzentration der Glucose in den Proben nach dem Lauf zuriick- 
gefiihrt werden kann, was aber auch daraus hervorgeht, daB in einigen 
Fallen der Tabelle Il die Verminderung der Glykolyse festzustellen war, 
obwohl die Glucosekonzentration nach dem Lauf gesteigert war. 

Was die Phosphorsdureesterwerte betrifft, so zeigt der leicht abspaltbare 
organische Phosphor in allen 12 Fallen, in denen er gemessen wurde, eine 
Erhdhung nach dem Lauf, die allerdings in einigen Fallen nur sehr gering 
war. In anderen Fallen erreicht die Differenz 20°. in einem sogar 30%, 
des Wertes vor dem Lauf. Der organische sdureldsliche Gesamtphosphor 
hat in 12 Fallen zugenommen (maximal 12%), in einem Falle ist er konstant 
geblieben, in einem Falle hat er um 4% abgenommen. Die Steigerung 
dieser Phosphorsiurefraktion war in diesen Versuchen viel weniger aus- 
gesprochen als in den Versuchen von Dische und Goldhammer, was damit 
zusammenhangen diirfte, daB diese die Werte auf das Gesamtblut, wir aber 
auf die gleiche Erythrocytenmasse bezogen. 

Die mitgeteilten Versuche lassen demnach mit voller Deutlichkeit 
erkennen, da nach ersch6pfendem Lauf eine zum groBen Teil erhebliche 
Senkung des Zuckerschwundes im Blute eintritt. Es blieb noch die Frage 
zu priifen, ob diesem verminderten Zuckerschwund auch eine verminderte 
Milchséurebildung entspricht. Diese wurde in drei Fallen, namlich in den 
Versuchen 5, 6, 12 der Tabelle IT gepriift, indem in denselben Metaphosphor- 
siurezentrifugaten der betreffenden Blutsuspension, in denen die Abnahme 
der Kohlenhydrate festgestellt wurde, gleichzeitig nach der Methode von 
Dische und Laszlo! in der von Krijgsman® fiir die Stufenphotometrie an- 
gegebenen Form die Milchséurebildung vor und nach dem Lauf in der 
betreffenden Blutsuspension festgestellt wurde. Die betreffenden Milch- 
siurewerte sind in der Kolonne 8 der Tabelle II enthalten. In allen drei 
Fallen zeigt sich nach dem Lauf eine erheblich geringere Milchsaéurebildung 
als vorher. Die prozentualen Differenzen entsprechen ungefaihr den fiir den 
Zuckerschwund gefundenen. Die absoluten Werte fiir die gebildete Milch- 
sdure sind durchwegs kleiner als die fiir den gleichzeitig verschwundenen 
Zucker gefundenen, was fiir das Vollblut von verschiedenen Autoren, fiir 
gewaschene rote Blutkérperchen auch neuerdings von Dische und Rand in 
unserem Laboratorium festgestellt worden ist. 


1 Diese Zeitschr. 187, 344, 1927. — ? Arch. Neerl. d. Physiol. 18, 
503, 1933. 
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Zweifelsohne ist demnach die Verminderung des Zuckerschwundes 
nach dem anstrengenden Lauf auf eine Verminderung der Glykolyse zuriick- 
zufiihren. 

Ill. Weniger eindeutig als die Ergebnisse von 27 Versuchen an 12 
erwachsenen Hunden waren die der Versuchsreihe an 2 noch im Wachstum 
befindlichen Tieren. In einer Reihe von 12 Versuchen war in 6 eine Senkung 
der Glvykolyse nach dem Lauf zu beobachten, die bis iiber 50°, des Wertes 
vor dem Lauf betrug. In 6 anderen Fillen trat aber umgekehrt eine zum 
Teil sehr betriachtliche Steigerung der Glykolyse ein. Beim organischen, 
siureléslichen Phosphorsaiureester trat in 8 Versuchen eine Steigerung von 
maximal 10°, ein, in einem Versuch blieb der Wert unverandert, in 3 Ver- 
suchen erhielten wir eine Abnahme, die in einem Versuch 12°, betrug. 

Bei der leicht abspaltbaren Fraktion des siéureléslichen Phosphers 
fanden wir in 9 von 11 Fallen eine Steigerung (in einem Falle von 50°,), in 
2 Fallen eine Abnahme (18 und 22°). Eime durechgehende Parallelitat 
zwischen Abnahme der Glykolvse und Steigerung des organischen saure- 
léslichen Phosphors war in dieser Versuchsreihe an jungen Hunden nicht 
festzustellen. 

Schlubbetrachtung. 

Zusammenfassend kénnen wir auf Grund unserer Versuche als 
erwiesen annehmen, daB nach erschipfender Arbeit im Blute erwachsener 
Hunde eine erhebliche Senkung der glykolytischen Fahigkeiten eintritt. 
Bei Hunden, die sich noch in der Wachstumsperiode befinden, sind 
dagegen die Verhaltnisse undurchsichtiger, indem in einem Teil der 
Falle statt einer Erniedrigung der Glykolyse eine ziemlich betrachtliche 
Steigerung eintritt. Dies weist vielleicht dahin, daB gewisse Regulations- 
prozesse, die bei dem erwachsenen Tier wirksam sind, bei dem jungen 
noch nicht voll ausgebildet sind bzw. mit Regulationsmechanismen 
anderer Art in Konkurrenz treten. DaB die Regulation des Kohlen- 
hydratstoffwechsels bei der Arbeit tatsichlich sehr verschiedenen 
Hinfliissen unterworfen ist, geht ja aus der Tatsache hervor, dab bei 
kurzdauernder, wenn auch anstrengender Arbeit der Blutzucker und 
Blutphosphor zunachst steigen, um bei langerer Dauer der Arbeit, wie 
Christiansen! fiir den Blutzucker und Dische und Goldhammer fiir den 
Blutphosphor nachwiesen, zu sinken. Unsere Versuche haben weiterhin 
ergeben, daB die Konzentration, zumindest des leicht abspaltbaren, 
organischen saureléslichen Phosphorsdureesters, in den einzelnen 
Erythrocyten nach erschépfendem Lauf in allen Fallen erhéht war. 
Auch beim saureléslichen organischen Gesamtphosphor fanden wir in 
der iiberwiegenden Mehrzahl der Falle eine Steigerung, die sich jedoch 
nur in wenigen Fallen iiber die Fehlergrenze der Methode erhob. 


Das AusmaB der Erhéhung der Phosphorsaureesterkonzentration 
entspricht allerdings im allgemeinen nicht dem Ausmabe der gleich- 


' B.H. Christiansen, Arbeitsphysiologie 4, 128, 1931. 
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zeitigen glykolytischen Hemmung. Indessen sind die Ausschlige bei 
der Phosphorsaureesterbestimmung zu klein gewesen, um einen so ins 
einzelne gehenden Vergleich zu erméglichen, auch muB bedacht werden, 
daB es sich dabei immer um ein Gemenge verschiedener Substanzen 
handelt und da méglicherweise nur eine von ihnen mit der Regulation 
der Glykolyse in Zusammenhang zu bringen ware. Auf alle Palle kann 
aber gesagt werden, daB unsere Versuchsergebnisse mit der am Anfang 
erwahnten, uns bei der Arbeit leitenden Hypothese in Einklang stehen. 
Inzwischen konnte Dische gewisse Tatsachen feststellen, aus denen 
geschlossen werden kann, dafB die Phosphorylierung des Zuckers bei 
der Glykolyse an eine Dephosphorylierung der Adenosintriphosphor- 
siure gekoppelt ist. Letztere wird wahrend der auf die Zuckerveresterung 
folgenden oxydoreduktiven Teilprozesse der Glykolyse wieder aus den 
Spaltprodukten resynthetisiert. Das AusmaB dieser Synthese, die von 
der Menge des vorhandenen Materials abhangt, bestimmt nun die Ge- 
schwindigkeit der Glykolyse. Man kénnte sich also zur Erklirung der 
Glykolvseherabsetzung nach dem Lauf vorstellen, daB bei erschOpfender 
Arbeit die Kohlenhydratvorrate der Depots zu Ende gehen und im 
Organismus zur Schonung der letzten Reserven eine Einschrankung des 
Zuckerabbaues auBerhalb der Muskulatur stattfinde, und zwar auf dem 
Wege, daB die vorhandene Adenylsiure oder Myosinsdure in Adenosin- 
triphosphorsaure tiberfiihrt werden, was durch Verminderung synthese- 
fahigen Materials eine Hemmung der Glykolyse bedingt. Dies wiirde 
auch die Verminderung und Zunahme des leicht abspaltbaren an- 
organischen Blutphosphors erklaren. 

Man kénnte indessen noch an eine andere Erklirung denken, da 
vor einiger Zeit Beccari! mitgeteilt hat, daB im Brei vom durch sinoidale 
StromstéBe in situ bis zur vollstandigen Ermiidung gereizten Muskel 
der Abbau der Glucose gegeniiber dem Brei aus nicht ermiidetem Muskel 
sehr stark vermindert ist. Man kénnte also annehmen, daB es sich bei 
der von uns im Blute beobachteten Abnahme der Glykolyse nach 
Ermiidung um einen wesensgleichen Vorgang handelt und da das 
von uns am Blute und von Beccari am Muskel beobachtete Phanomen 
auf die Wirkung von Ermiidungsstoffen zuriickzufiihren sei, die zum 
Teil aus den Muskeln in die Blutbahn ausgeschwemmt werden und im 
Organismus ihre Wirksamkeit entfalten. Es erscheint indessen wahr- 
scheinlicher, daB die von Beccari beobachtete Erscheinung auf eine 
Schadigung der Muskelstruktur durch den direkten Reiz zuriickzufiihren 
ist. Wir wissen ja aus den Arbeiten des Embdenschen Laboratoriums, 
daB die Ermiidung sowohl eine Veranderung des kolloidalen Zustandes 
der EiweiBkérper des Muskels, wie auch eine Erhéhung der Permea- 


! EB. Beccari, Diese Zeitschr. 236, 113, 1931. 
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bilitat der Grenzflichen verursacht. Auch die direkte Wirkung des 
Stromes kommt hier in Betracht. Es sei ferner auf einen Befund 
von Dische! hingewiesen, daB, wenn man gewaschene menschliche 
Erythrocyten 24 Stunden in physiologischer Kochsalzlésung im Eiskasten 
stehen laBt, ihr glykolytisches Vermégen durch nochmaliges Waschen 
eine erhebliche Abschwdchung erfaihrt, waihrend bei frisch bereiteten 
Suspensionen von gewaschenen Erythrocyten durch nochmaliges 
Waschen kaum cine Anderung ihrer glykolytischen Fahigkeit fest- 
zustellen ist. Durch das Stehen in der nicht aquilibrierten, wenn auch 
isotonischen Salzlésung tritt offenbar eine erhéhte Permeabilitat fiir 
einen bei der Glykolyse mitwirkenden Faktor ein. Da Beccari bei seinen 
Versuchen die Muskeln in situ direkt reizte, so trat vielleicht auch hier 
eine Ausschwemmung desselben Faktors aus den durch die Reizung 
permeabel gewordenen Muskeln ein. Eine Klaérung dieser Frage miissen 
Versuche am ermiideten isolierten Muskel bringen, die wir demnachst 
auszufiihren gedenken. 


1 Erscheint demnachst ausfiihrlich. 








Untersuchungen iiber den Einflu6 von Knochenmarkextrakt 
des normalen und milzlosen Tieres auf den Himoglobinaufbau. 


Von 
Y. Baena (Valladolid). 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 15, Oktober 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer vorausgehenden Arbeit hatte Griinenfelder! eine Methode 
ausgearbeitet, mit deren Hilfe er untersuchte, ob Knochenmarkextrakte 
und Blutabbauprodukte in vitro einen EinfluB auf den Hamoglobin- 
aufbau haben. Er kam zu einem positiven Ergebnis, indem er zeigen 
konnte, da Zusatz von Knochenmarkextrakt entweder den Abbau 
von Hamoglobin hemmte, oder sogar zu einem Hamoglobinaufbau 
fiihrte. Das Gelingen dieser Methode regte dazu an, sie fiir physiologische 
Fragestellungen anzuwenden. In dieser Arbeit wurde auf Anregung von 
Prof. Asher untersucht, ob etwa das Knochenmark normaler und 
milzloser Tiere sich in bezug auf seine Befaéhigung zum Hamoglobin- 
aufbau verschieden verhielte. Diese Fragestellung wurde gewahlt, 
weil nach den Arbeiten von Asher und seiner Schule die Milz einen 
hemmenden Einflu8 auf die Knochenmarkfunktion ausiibt. Alle bis- 
herigen Untersuchungen, die zur Stiitze dieser Auffassung angestellt 
wurden, geschahen am Gesamtorganismus. Hier wird zum ersten Male 
der Versuch gemacht, unter den schwierigeren Bedingungen des isolierten 
Materials die Frage des Milzeinflusses auf das Knochenmark zu priifen. 

Die Methode, deren ich mich bediente, war die gleiche wie diejenige 
von Griinenfelder. Sie lauft im Prinzip darauf hinaus, daB eine Blutprobe 
entweder mit Wasser oder mit Leberextrakt oder mit Knochenmarkextrakt 
versetzt und gleichzeitig mit Sauerstoff durchperlt in einem Brutofen bei 38° 
gehalten wurde. Der Hamoglobingehalt wurde zu Anfang mit Hilfe des 
Spektrophotometers nach Kénig-Bechstein-Martens? bestimmt. 

Zuerst habe ich in einigen Vorversuchen die von Griinenfelder ermittelten 
Tatsachen bestatigen kénnen, indem ich mich tiberzeugte, daB der Zusatz 
von Knochenmarkextrakten entweder einen sofort vorhandenen Hamo- 
globinabbau  sichtlich hemmte, oder, daB er eine direkte Zunahme des 
Hamoglobins bewirkte. In meinen Protokollen habe ich neben der Zahl 
der beobachteten Teilstriche stets die Abnahme der Absorption angegeben, 
so daB in den Tabellen der Aufbau von Hamoglobin als negative Abnahme 
veranschaulicht ist. AuBerdem habe ich die Resultate durch Kurven- 


' Berner Doktordissertation. — * Der von Schmidt d& Haensch ge- 
lieferte Apparat wurde aus den Mitteln der Bernischen Stiftung zur Unter- 
stiitzung der Forschung erstanden. 
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darstellungen veranschaulicht. Jede Kurve enthalt den Verlauf der spektro- 
photometrisch festgestellten Absorption im Kontrollblut, im Blute, welches 
mit Leberextrakt untersucht wurde und im Blute, welches ein Zusatz von 
Knochenmarksextrakt enthielt. 

Nachdem ich die von Griinenfelder gefundenen Tatsachen bestatigt 
hatte, ging ich dazu iiber, die Wirksamkeit des Knochenmarks normaler 
und milzloser Tiere miteinander zu vergleichen. Ich benutzte hierzu 
Meerschweinchen, vor allem deshalb, weil sie anstandslos die Exstirpation 
der Milz vertragen. In den Hauptversuchen stammte sowohl das Blut 
als auch die Leber- und Knochenmarkextrakte von Meerschweinchen. 
In einigen friiheren Versuchen wurde das Blut einem anderen Tiere 
entnommen. Ich habe nicht beobachtet, daB die Wahl des Blutes 
einen EinfluB auf die Ergebnisse hatte. In allen Versuchen an normalen 
Tieren konnte ich feststellen, daB der Zusatz von Leberextrakten in 
verhaltnismaBig kiirzester Zeit einen starken Abbau des Haimoglobins 
bewirkte. Ganz anders verhielt sich Knochenmarkextrakt. Diejenigen 
Proben, welche mit Knochenmarkextrakt versetzt wurden, zeigten 
entweder keine in Betracht kommende Abnahme des Hamoglobins 
oder eine direkte Steigerung des Haimoglobinwertes. Die Steigerung war 
im Anfang am ausgesprochensten. Spater kam es auch zu Abnahmen. 
Dies ist verstandlich, weil, worauf schon Griinenfelder hingewiesen hat, 
ein Nebeneinander von hamoglobinaufbauenden und hamoglobin- 
abbauenden Faktoren vorhanden ist. Unter giinstigen physiologischen 
Bedingungen und in der ersten Phase iiberwiegen die hamoglobin- 
aufbauenden Faktoren. 

In meinen Versuchen mit den Organen milzloser Meerschweinchen 
stellte sich ein deutlicher Unterschied heraus, der allerdings nur an 
denjenigen Proben festgestellt wurde, bei denen ich Knochenmark- 
extrakt zugesetzt hatte. In allen gelungenen Versuchen zeigte sich eine 
sehr merkliche Zunahme des Hamoglobins, namentlich in den ersten 
Phasen. Diese Beobachtungen bringen einen neuen Beweis dafiir, dab 
die Milz einen hemmenden EinfluB auf das Knochenmark ausiibt; denn 
wenn ich finde, daB bei einem milzlosen Tiere das Knochenmark in vitro 
ein starkeres Aufbauvermégen fiir Hamoglobin besitzt, so spricht dies 
dafiir, daB die Befihigung des Knochenmarks durch Wegfall eines 
hemmenden Faktors gewachsen ist. 

Ich bringe am Ende meiner Arbeit eine Auslese meiner Versuche 
in Kurvendarstellungen und ein Protokoll zur Veranschaulichung der 
Versuchsmethodik. 

Versuch 1. 
Die Lésungen: 
A. 5cem Blut + 45 cem Wasser. 
8 » +45 ,, Leberextrakt. 
Coe 4, » + 45 ,, Knochenmarkextrakt. 
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Vor jeder Absorptionsbestimmung wurden die Proben mit destilliertem 


Wasser verdiinnt, und zwar 1 cem auf 25 ccm Wasser. 
dient zur Erzielung giinstigerer Absorption. 
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Abb. 2. Ordinate: Zahl der Teilstriche des Spektrophotometers. 
Extrakte vom Normaltier. 








Die Verdiinnung 
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Ordinate: Zahl der Teilstriche des Spektro- Extrakte vom milzlosen Tier. 


photometers. 
Extrakte stammen vom milzlosen Tier. 
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Die erste Messung wurde sofort nach der Mischung ausgefiihrt, die 
folgenden alle 2 Stunden; die Proben waren dabei im Brutofen bei 38° C 


unter dauernder Durchleitung von Sauerstoff. 


Tabelle I. 





Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 
des Spektrophotometers 
Datum a Zeit erases oie aay eg - aia 
hia 1. Probe 2. Probe tab e 1. Probe 2. Probe —— 
1934 Kontrolle Leber an Kontrolle Leber sen : 
23. I. 1 1610’ | 65,92 723 64,83 a _ : 
24. I. 2 15 05 64,30 | 54,2 64,3 1,62 18,10 0,53 
25. I. 3 10 00 61,2 48,4 64,3 3,10 5,80 _- 


4,72 23,90 0,53 


Zusammenfassung. 


1. Die von Griinenfelder gefundene Tatsache, daB auch in vitro 
Knochenmarkextrakt einen den Hamoglobinaufbau begiinstigenden 
Faktor besitzt, wurde bestatigt. 

2. Es wurde gezeigt, da Knochenmark, wenn es Tieren ohne Milz 
entnommen wurde, den Haimoglobinaufbau mehr férderte als dasjenige 
normaler Tiere. 

3. Diese Tatsache ist ein neuer Beweis dafiir, daB die Milz einen 
hemmend regulierenden Einflu8 auf die Funktion des Knochenmarks 
austibt. 








Uber den Einflu8 von Rindenhormon und Ascorbinsiure 
auf die biochemischen Verhiltnisse der Muskeltitigkeit. 


Von 
VY. Baena (Valladolid). 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 15, Oktober 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer vorausgehenden Arbeit hatte /ndovina! gezeigt, daB die 
chemischen Veranderungen, welche bei angestrengter Laufarbeit bei 
Ratten eintreten und Zeichen der Ermiidung sind, durch Anwendung 
von Rindenhormon zum Teil riickgiéngig gemacht werden kénnen. 
Es handelt sich um die Abnahme des Glykogens und die Zunahme des 
Reststickstoffs im Muskel, beides biochemische Begleiterscheinungen 
der Muskelermiidung. Unter dem EinfluB des Rindenhormons war die 
Herabsetzung des Glykogengehalts und die Erhéhung des Nicht- 
eiweiBstickstoffs geringer. Nun ist das Rindenhormon nicht der 
einzige Stoff, der in der Nebenniere gebildet und von derselben an das 
Blut abgegeben wird, sondern, abgesehen vom Adrenalin, liefert die 
Nebenniere noch die Ascorbinséure. Da man die Annahme machen 
muB, daB unter physiologischen Bedingungen séimtliche Hormone der 
Nebenniere an das Blut abgegeben werden und die Ascorbinséure mit 
den Oxydations- und Reduktionsvorgangen im Organismus zu tun hat, 
muBte daran gedacht werden, daB médglicherweise das Zusammen- 
wirken von Rindenhormon und Ascorbinséure einen noch giinstigeren 
KinfluB. auf die Ermiidung hat als Rindenhormon allein. Aus dieser 
Erwagung folgte ich der Anregung von Prof. Asher, den EinfluB von 
tindenhormon und Ascorbinséure auf den Gehalt des ermiideten 
Muskels an Glykogen und an Eiwei®stickstoff zu untersuchen. 


Die Methodik, deren ich mich bediente, war die gleiche wie diejenige 
von Indovina. Ich lieB Ratten in dem Laufapparat, der zuerst von 
Curtis im Berner Physiologischen Institut benutzt wurde, bis zur 
volligen Ermiidung laufen. Hierbei wurde zundachst festgestellt, wie 
lange normale Ratten ohne jede weitere Beeinflussung bis zur Ermiidung 
liefen; sodann die Zeit, die verstrich, bis die Ratten, welche nur Rinden- 
hormon erhalten hatten, ermiidet waren. SchlieBlich wurde die Zeit 
bis zur vélligen Ermiidung bei mit Rindenhormon und Ascorbinsaure 
vorbehandelten Ratten bestimmt. 


' R. Indovina, diese Zeitschr. 267, 383, 1933. 
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Rindenhormon wurde mir von der Firma Gedeon Richter & Co., Budapest, 
Ascorbinsiure von der Firma Hoffmann-La Roche in Basel gitigst iiber- 
lassen und ich spreche auch an dieser Stelle hierfiir meinen Dank aus. Ich 
injizierte den Tieren 3 Tage lang vor Beginn der eigentlichen Versuche je 
lcem Rindenhormon bzw. 1 cem Rindenhormon und 0,05 g Ascorbinsaure. 
Am eigentlichen Versuchstage wurde 3 Stunden vor Beginn der Laufarbeit 
injiziert, auf Grund der Erfahrung, daB die Wirkung des Rindenhormons 
3 Stunden nach der Injektion eintritt. In einigen Versuchen wurde nur 
Ascorbinsaiure injiziert, um den 
EinfluB dieses Stoffes allein beob- 
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liefen als ohne diese Vorbehand- 
lung, daB aber die Zeit bis zur 
Ermiidung noch mehr verlangert 
wurde, wenn Rindenhormon und <Ascorbinséiure gleichzeitig gegeben 
wurden. Die einschlagigen Verhaltnisse sind in Abb. 1 dargestellt. 

Die fiinf normalen  Kontrollratten  liefen durchschnittlich 
3,87 Stunden bis zur volligen Ermiidung. Die vier mit Rindenhormon 
vorbehandelten Ratten aber durchschnittlich 5,56 Stunden und schlieB- 
lich die vier Ratten, welche sowohl Rindenhormon wie Ascorbinsdure 
erhielten, liefen durchschnittlich 6,01 Stunden. Hieraus geht hervor, 
daB die Doppelbehandlung mit Rindenhormon und Ascorbinsadure die 
Laufzeit der Ratten am 
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ten, in Wadenmuskeln 
den Glykogengehalt und 
den Reststickstoffgehalt bestimmt. Ich fand als Giykogenwerte 0,60, 
0,53, 0,49, 0,53 und 0,52°,, als Reststickstoffwerte 1,90, 1,90, 1,75, 
1,90 und 1,85 g pro 1000 g Muskelgewicht, also durchschnittlich 0,53 °,, 
Glykogen und 1,87°/9) Reststickstoff. 

Das Verhalten des Glykogens bei den arbeitenden Tieren habe ich 
in Abb. 2 dargestellt. 
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Es ergibt sich, da durchschnittlich der Glykogengehalt bei 
arbeitenden Ratten bis zur vélligen Ermiidung auf 0,076°%, gesunken 
war. Bei den Tieren, welche mit Rindenhormon vorbehandelt worden 
waren, betrug der durchschnittliche Glykogengehalt 0,116°,, demnach 
50 %, Steigerung gegeniiber den normalen Kontrolltieren, d. h. die gleiche 
ausgesprochene Wirkung wie sie Indovina gefunden hatte. Bei den 
Tieren, welche sowohl Rindenhormon wie Ascorbinsiéure erhalten hatten, 
fand ich einen durchschnittlichen Wert von 0,161 °%, Glykogen. Es war 
demnach eine Steigerung von 105°, gegeniiber den Kontrolltieren 
eingetreten. Ausdieser 
Versuchsreihe geht klar 
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gestellt habe. 

Bei den normalen Kontrolltieren hatte sich der Reststickstoff auf 
2,48 g-°/)) nach erschépfender Arbeit erhoben. Bei den Tieren, die unter 
dem Einflu8 von Rindenhormon standen, betrug der durchschnittliche 
Reststickstoffgehalt 2,16 g-°/99. Es war demnach eine Verminderung von 
12 % gegentiber den normalen Tieren eingetreten. Bei den Tieren, welche 
mit Rindenhormon und Ascorbinsaure behandelt wurden, belief sich der 
durchschnittliche Wert des Reststickstoffs auf 1,82 g-°/99, hatte sich 
demnach um 26,6 %, gesenkt und der Wert war der gleiche wie bei den 
normalen, nicht ermiideten Tieren. Demnach zeigt sich auch bei Be- 
trachtung des Reststickstoffs die Uberlegenheit der Doppelwirkung 
von Rindenhormon und Ascorbinsaure. 


Eine Gesamtiibersicht tiber meine Versuche bringe ich in nach- 
folgender Ubersichtstabelle. 


Die vorausgehenden Versuche bestatigen die Auffassung, da durch 
das Zusammenwirken von Rindenhormon und Ascorbinséure (durch 
die Summierung dieser beiden Hormone der Nebenniere) die chemischen 














Ubersichtstabelle. 
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Veranderungen des ermtideten Muskels sehr viel weniger ausgesprochen 
sind. Daraus darf wohl der Schlub gezogen werden, daB sowohl Rinden- 
hormon wie Ascorbinsaure einen giinstigen EinfluB auf die Leistungs- 
fahigkeit der Muskulatur ausiiben. Die Férderung der Oxydations- und 
Reduktionsvorginge durch die Ascorbinséure diirfte wohl bei der 
giinstigen Wirkung auf die Muskulatur mit im Spiele sein. 


Zusammenfassung. 


1. Ks konnte gezeigt werden, daB Ratten, die sowohl Rindenhormon 
wie Ascorbinsaure erhielten, langer liefen als wenn sie nur Rindenhormon 
erhielten. 

2. Die bei vdélliger Ermiidung eingetretene Herabsetzung des 
Glykogens war unter dem doppelten Einflu8 von Rindenhormon und 
Ascorbinsdure kleiner als bei bloBer Beeinflussung durch Rinden- 
hormon. 


3. Die Zunahme des Reststickstoffs im ermiideten Muskel wurde 
unter dem doppelten Einflu8 von Kindenhormon und Ascorbinsaéure 
fast vollstandig aufgehoben. 


























Biochemische Gravimetriemethoden. 
IV. Mitteilung: 
Mikrocholesterinbestimmung an der Torsionswaage. 
Von 


L. Jendrassik und A, Bokrétas. 
(Aus der Medizinischen Klinik der K. Erzsébet-Universitat, Pées, Ungarn.) 


(Eingegangen am 14. Oktober 1934.) 


Zur exakten Bestimmung des Cholesterins ist wegen der bekannten 
Mangel der kolorimetrischen Verfahren nur die Fallungsanalyse brauch- 
bar. Die von Windaus stammende Digitoninmethode wurde von Szent- 
Gyérgyt Mikroverhaltnissen angepaBt (2) (3) und spater durch Miihlbock 
und Kaufmann und sodann von Mancke fiir die Bestimmung in Kérper- 
fliissigkeiten ausgearbeitet. Auch eine nephelometrische Ausfiihrungs- 
form wurde vorgeschlagen (6) (7). Da die Gravimetrie auch in diesem 
Falle als der Nephelometrie tiberlegen betrachtet werden mub, haben 
wir diese — ahnlich wie in unseren friiher angegebenen Gravimetrie- 
verfahren — in einer Weise vereinfacht, daB sie nun auch in Reihen- 
versuchen fiir physiologische und klinische Zwecke 6konomisch ver- 
wendbar ist. Ein lastiger Nachteil, der hohe Preis der Digitoninpraparate, 
besteht heute nicht mehr, da dieser auf einen Bruchtei! des friiheren 
gesunken ist. Unsere Methode unterscheidet sich von der bisherigen 
in folgendem: 

1. Zur Trennung des Digitoninniederschlages verwenden wir die 
Settzschen Filterscheibehen, welche den Niederschlag  vollstandig 
zuriickhalten. Hiermit werden diese bisher zu industriellen und bak- 
teriologischen Zwecken verwandten Filter in die chemische Analyse 
eingefiihrt. 

2. Es werden nur Filter und Niederschlag gewogen, und zwar 
an einer Kedertorsionswaage, wo eine Messung nur Sekunden bendotigt. 

3. Als Fallungsmittel wird eine alkoholische Digitoninlésung, 
jedoch mit gréBerem Wassergehalt, verwendet, wodurch der Nieder- 
schlag sich auch ohne Sieden schneil und vollstaéndig ausscheidet. 

4. Zur Extraktion des Cholesterins wird das Bloorsche Verfahren 
so vereinfacht, daB es auch ohne Wasserbad ausfiihrbar ist. 

Die Methode ist sowohl fiir das gesamte als auch fiir das freie 
Cholesterin geeignet!. Ihr Prinzip ergibt sich aus dem oben Gesagten. 


' Sie wurde an der III. Tagung der Ungar. Physiologischen Ges. am 
3. Juni 1933 zu Szeged bereits vorgefiihrt [vgl. (8)]. 
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Benétigte Materialien. 

a) 1°, Digitoninlésung. lg Digitonin (Hoffmann-La Roche 
oder Merck) wird in 65°%,igem Alkohol gelést (durch gelindes Erwarmen 
im Wasserbad wird die Lésung geférdert). b) Alkohol-Ather-Mischung 
(2 Vol. 96 %iger Alkohol und 1 Vol. Ather). ¢) Natriumhydroxyd, 33%. 
d) Essigsdure, konz. e) Chloroform. f) Alkohol, 96%. g) Ather. h) Zink- 
staub. i) Seitzsche Filterscheibchen) (,,Keimschichten‘‘), Durchmesser 
3em, Dicke 0,2 cm. 

Das Verfahren 
zerfallt in zwei Teile: I. In das Ausziehen und die Vorbereitung des 
zu bestimmenden Cholesterins; I]. Trennung und Abwagung des 
Niederschlages. 

1. In einem breiten 300 bis 500 cem fassenden Kochbecher gibt 
man 50cem Alkohol-Ather, mit dazu 2cem Blutserum (bzw. die zu 
untersuchende K6rperfliissigkeit) und vermengt diese mit einer Messer- 
spitze Zinkstaub. Auf einer elektrischen Heizplatte wird nun 1 bis 
2 Minuten lang gekocht. Nun filtriert man durch ein Faltenfilter 
(Schleicher-Schiill Nr. 560) und fangt das Filtrat in einem ebensolchen 
Kochbecher auf. Das Papier wird mit etwas Ather nachgewaschen. 
Das Filtrat wird jetzt auf der Heizplatte bis auf etwa 3 bis 4 cem ein- 
gedampft. Zur Bestimmung des gesamten: Cholesterins miissen die 
Ester verseift werden. Zu diesem Zwecke werden 0,2 ccm NaOH zugefiigt 
und 5 bis 10 Minuten unter Umschwenken weiter erwairmt, bis der 
Inhalt sich auf 1 bis 2 cem verringert. Nun neutralisiert man die Lauge 
durch 0,25 cem konz. Essigsiure. (Will man nur das freie Cholesterin 
bestimmen, so dampft man ohne Zufiigung von Lauge und Essigsaure 
auf 1 bis 2ccem ein.) Nach dem Erkalten wird der Inhalt mit 40 cem 
Chloroform (oder Petrolather) einige Minuten erwairmt und die Wan- 
dungen damit sorgfaltig abgespiilt. Die so erhaltene etwas triibe Lésung 
wird nun durch doppeltes dickes Filter (598) oder Faltenfilter 560 
(einfach), das mit Chloroform benetzt wurde, in kleine Becher filtriert 
(am besten in 50-cem-Wagegliser mit eingeschliffenem Stépsel) und 
nachgewaschen. Das klare oder schwach triibe Filtrat wird nun 
auf der Heizplatte bis auf 1 bis 2 cem eingedampft, 5 ccm Alkohol 
und 5 cem Digitoninlésung zugefiigt, sodann zugedeckt 5 bis 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. 

II. Die Gewichte der Filterscheibchen werden nach dreistiindigem 
‘Lrocknen bei 90 bis 95° an einer Hartmann-Braunschen Torsionswaage 
(MeBbereich am besten 200 bis 500 mg) gewogen, unter Kautelen, 
welche wir in der vorangehenden Mitteilung angegeben haben (9) 


1 Seitzwerke Kreuznach. 
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(CaCl,-Asbest in der VerschluBkappe, usw.). Das Filtrieren geschieht 
durch einen einer Saugflasche angesetzten Hirschberg-Trichter oder durch 
gewohnlichen Glastrichter, in welchen wir eine Korkplatte von 2,5 em 
Durchmesser eingelegt haben jvgl. auch (10)]. Mit Hilfe der Wasser- 
strahlpumpe wird erst Alkohol durch das Scheibehen gesogen, und nach- 
her der Niederschlag .unter sanftem Saugen aufgetragen. Zum Nach- 
waschen geniigen einige Kubikzentimeter Alkohol und Ather. Auch die 
Rander des Scheibchens miissen, unter starkem Saugen, nachgewaschen 
werden. Die Scheibchen werden am besten in Petrischalchen aufbewahrt, 
darunter immer je zwei zur Kontrolle. Sie werden wie oben getrocknet 
und gewogen, die Gewichte auf Grund der Gewichtsanderung der 
Kontrolle korrigiert. Das Gewicht des Niederschlages ergibt mit 0,25 
multipliziert das Gewicht des Cholesterins in Milligramm, dies mit 
50 multipliziert, die Konzentration der untersuchten Flissigkeit in 
Milliprozenten (m°%)!. 


Bestimmungen, 


Um die Richtigkeit unserer Arbeitsweise zu priifen, haben wir Additions- 
versuche ausgefiihrt, in welchen neben dem Gesamtcholesteringehalt des 
Serums auch das Cholesterin von Serum und Zutaten (2 cem Serum + 3 bis 
5me Cholesterin aus 0,1°%jiger alkoholischer Lésung) bestimmt wurde. 
Laut Tabelle 1 wurde der Zusatz mit Fehlern unter 3,7%, des Gesamt- 


wertes wiedergefunden, also mit durchaus zufriedenstellender Genauigkeit. 


Tabelle I. Additionsversuche (Faktor = 0,25). 





Differenz : 


Cholesterin Additions- Im Additionsgemisch Additions- _Unterschied 
in 2eem Serum gemisch:  gefundenes Cholesterin “ gemisch vom 
Nr. gefunden 2cem Serum iv Serum-  ugesetzten 
+Cholesterin pinzelwert —Mittel cholesterin  Cholesterin 
mg mg mg mg mg 0 
3,80 . 
1 375! 3,80 30 {| 684 | G69 2.89 3,7 
38h | | 6,54 | 
G9 
2 4,73 50 «|| «(28 |) oss 5,10 + 2,0 
\ 9,75 || 
be 7,22 of su a 
3 2,39 4,78 {| oe 7,15 4,76 ~ 0,0 
: \ 7,07 
4 3,08 47a {| Oy lt aa 4,63 ~t 
5 2,80 4,78 765 | — 4.85 +15 


Das Gewichtsverhaltnis zwischen Cholesterin und Cholesterindigitonid 
betragt der Formel entsprechend 0,2431. Der Grund, aus welchem man nicht 
mit diesem Faktor, sondern mit dem (schon von Windaus angewandten) 
0,25 rechnet, ist im Falle unserer Methodik ein zweifacher. Erstens er- 


' Wir gebrauchen anstatt der unlogischen ,,Milligrammprozente* die 
obige Benennung. 
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geben Fallen und Waschen des Niederschlages kleine Verluste. Bestimmten 
wir das Cholesterin in alkoholischen Lésungen durch direktes Fallen (also 
ohne jedes Eindampfen und Erwarmen), so erhielten wir aus 11 Bestim- 
mungen (deren Werte innerhalb der héchsten Abweichung von 3,1% des 
Gesamtwertes fielen) den Quotienten im Mittel zu 0,246. 

Bestimmt man den Gehalt solcher alkoholischer Cholesterinlésungen, 
jedoch nach Eindampfen bzw. Laugenbehandlung, so erhalt man nur mit dem 
Faktor 0,25 annihernd gute, zwar etwas niedrige Werte, jedoch nur im 
Falle frischer Cholesterinlésungen. Ist aber die untersuchte Lésung einige 
Wochen bis mehrere Monate alt, so kénnen auch trotz dieser Berechnung 
groBe, selbst 10 bis 15° ige Fehler auftreten, wahrscheinlich dadurch, daB 
ein Teil des Cholesterins seine Fallbarkeit einbiist. Dies ist in Serum 
darum nicht zu befiirchten, weil darin Stoffe enthalten sind, welche das 
Cholesterin vor einer solechen Umformung schiitzen. Diese Schutzwirkung 
ist um so stirker, je gréBer die Serummenge im Verhaltnis zum Chol- 
esterin ist. 

Zahlreiche Versuche haben wir angestellt, um die Bestimmung mit 
vorhergehender Verseifung nach dem Vorgang von Acél ausfiihren zu 
kénnen. Dies gelang aus dem obenerwihnten Grunde nicht, da unterdessen 
ein allzu groBer Teil des Cholesterins seine Fallbarkeit verliert. Unter 
solchen Verhaltnissen kann dies auch die Schutzwirkung des Serums nicht 
verhindern. Die Verluste werden nicht durch etwaige Unvollstandigkeiten 
der Extraktion verursacht. Bestimmt man in einem Teile eines solchen 
Chloroformextraktes das Cholesterin kolorimetrisch, in dem anderen gravi- 
metrisch, so erhilt man denselben Unterschied (z. B. in einem Hypertoniker- 
serum kolorimetrisch 260 und 262m%, gravimetrisch 68 und 73m%, 
richtiger gravimetrischer Wert 193 m%). 

In zahlreichen Fallen haben wir unsere Methode mit einem kolori- 
metrischen Verfahren verglichen. Hierbei wurden 0,5 ccm Serum durch 
0,3. cem 20% ige KOH nach Acél (11) verseift, mit 20 cem Chloroform 
ausgeschiittelt, und davon 14cem mit 6ccm_ Essigsaiureanhydrid 
und 0,6 cem konz. Schwefelsiure 10 Minuten lang im Wasserbad von 
40° im Dunkeln gehalten. Die Auswertung geschah am Stufenphoto- 
meter’ (Filter 8 61). Man erhalt unserer Erfahrung nach auf diese Art 
die Héchstwerte. Unsere kolorimetrischen Werte liegen, in Uberein- 
stimmung mit Ergebnissen anderer Autoren (4) (5), bei den meisten 
Krankheiten bedeutend héher als die gravimetrischen (z. B. bei Hyper- 
tonikern und Arteriosklerotikern um 18,7 bis 68,8 ° héher). In einigen 
Fallen von Infektionskrankheiten sind die Werte dagegen praktisch 
identisch. Von einer tabellarischen Mitteilung sehen wir der Kiirze 
halber ab. 


Die die Liebermann-Burchardsche Reaktion gebenden, jedoch 
unfallbaren Substanzen des Blutes (fiir welche wir den zusammen- 
fassenden Namen ,,Paracholesterin‘’ vorschlagen) kénnten mit den 
obenerwaihnten Erhitzungsprodukten des Cholesterins identisch oder 
verwandt sein. Ihr Gehalt in Ko6rperfliissigkeiten scheint fiir den 
physiologischen bzw. pathologischen Zustand charakteristisch zu sein. 
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Zusammenfassung. 

Ks wird eine vereinfachte Form der gravimetrischen Mikrochole- 
sterinbestimmung vorgeschlagen. Die Fallung erfolgt durch verdiinnte 
alkoholische Digitoninlésung bei Zimmertemperatur. Der Niederschlag 
wird mit Seitzschen Asbestfilterscheibchen aufgenommen, und an der 
Federtorsionswaage gewogen. Auch das Ausziehverfahren wird verein- 
facht. Mit dieser Methode erhalt man im Blutserum genaue Additions- 
werte. 

Durch Erhitzen des Cholesterins entstehen Produkte, die nicht 
fallbar, jedoch kolorimetrisch nachweisbar sind, ahnlich den Substanzen, 
welche im Blute vorkommen (,,Paracholesterin‘*). 
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Uber die Wirkung fortgesetzter Verfiitterung von Nahrungs- 
mitteln, die mit und ohne kiinstlichen Diinger gezogen sind. 
Von 
Arthur Scheunert, Manfred SachBe und Richard Specht. 


(Aus dem Veteriniér-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 8. Oktober 1934.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Bei Erérterung von Volksernéhrungsfragen in der deutschen 
Offentlichkeit nimmt seit einiger Zeit die Frage einen groBen Platz ein, 
ob die Verwendung der sogenannten kinstlichen Diingemittel iiber die 
mit ihnen gezogenen, zur menschlichen Ernaéhrung dienenden Pflanzen 
hinweg Schadigungen der menschlichen Gesundheit bewirken kénne. 
Von gewissen Seiten wird dies als Behauptung aufgestellt, von anderen 
sogar als sicher angenommen. Beweise hierfiir werden nicht erbracht. 
Bei der groBen Beunruhigung, die die dauernde Wiederholung solcher 
an den Grundlagen der landwirtschaftlichen Produktion riittelnder 
Behauptungen hervorruft, ist es notwendig, sich wissenschaftlich mit 
ihnen auseinanderzusetzen. Mit theoretischen Erérterungen ist einer 
Klairung wenig gedient, vielmehr kann nur der experimentelle Weg 
zum Ziele fiihren. Dem steht allerdings die erhebliche Schwierigkeit 
entgegen, daB Versuche an Menschen in einer sichere Ergebnisse ver- 
sprechenden Anordnung aus praktischen Griinden kaum méglich sind. 
Solche Versuche kénnten nur dann zu einwandfreien Schliissen fiihren, 
wenn sie an sehr zahlreichen Personen iiber lange Zeitréume, also viele 
Jahre hinweg, durchgefiihrt wiirden. Es bleibt somit zunachst der 
experimentelle Tierversuch als cinziges erfolgversprechendes Vorgehen 
iibrig, und hier eréffnet die Verwendung der zahmen Ratte die Méglich- 
keit einer eingehenden Priifung der Frage. 

Diese Ratten sind in ihren Anspriichen an die Nahrung so genau 
wie kein anderes Versuchstier bekannt und sind omnivor. Durch 
Jahrtausende wahrende Anpassung sind Ratten auch an die Nahrungs- 
mittel des Menschen gew6hnt und kénnen mit derselben Kost ernahrt 
werden. Ihre groBe Fortpflanzungsfahigkeit gestattet die Ausdehnung 
von Fiitterungsversuchen tiber Generationen, und ihre Lebensdauer, 
die 2 bis 3 Jahre betragt, iiber den ganzen Lebenszyklus einer Gruppe 
von Tieren. Diese Uberlegungen waren die Veranlassung, an die experi- 
mentelle Priifung des Problems im langdauernden Fiitterungsversuch 
heranzugehen. Der Versuchsplan war dabei folgender: 

Es sollten zwei Gruppen von Ratten iiber mehrere Generationen 
und langere Zeit hinweg derart gefiittert werden, daB die eine aus- 
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schlieBlich eine der menschlichen Nahrung entsprechende Kost erhielt, 
deren Bestandteile unter Verwendung von kiinstlichen Diingemitteln 
erhalten.worden waren, wahrend die andere Gruppe eine zwar gleich 
zusammengesetzte Nahrung erhielt, deren Bestandteile aber nur mit 
natirlicher Diingung oder ohne solche, jedenfalls ohne Verwendung 
kiinstlicher Diingemittel gewonnen worden war. 

Die sehr umfangreichen und viele Hilfsmittel erfordernden Versuche 
durchzufiihren, ware nicht méglich gewesen, wenn uns hierzu nicht die 
wissenschaftlichen Abteilungen des Stickstoff- und des Kalisyndikats 
ihre Unterstiitzung gewahrt hatten. Ihnen dafiir an dieser Stelle zu 
danken, ist uns eine angenehme Pflicht. 


Die Ratten und der Aufbau des Versuchs. 

Die Ratten entstammten der seit iiber 10 Jahren gefiihrten eigenen 
Zucht des Institutes, die aus einem reinen Albinostamm und einem 
schwarz-weien Stamm von Mus norwegicus s. decumanus aufgebaut ist. 
Fir jede der zu bildenden Fiitterungsgruppen wurden am 3. Februar 
1932 neun weibliche und sechs mannliche junge wachsende Ratten 
ausgewahlt. Diese waren Anfang Januar 1932 geboren worden. Die 
Gewichte ergeben sich aus der folgenden Tabelle. 


Tabelle I. 





Durch- " Dureh- 
4 schnitt . schnitt 
K g g g 
V-Gruppe* (Dingung mit KD. +) 38 bis 59 49,4 36 bis 62 48,2 
U-Gruppett (ohne KD.7). . . 41 =, 58 49,7 33, ~«62 48,2 
* Vollgediingt. + KD. kiinstlicher Diinger, im Text auch 6fter als Kunstdiinger 
oder Handelsdiinger bezeichnet. ++ Ungediingt. 


Die Tiere und Gruppen waren also praktisch gleich. Sie wurden 
einzeln in Glaskafige mit Drahtdeckel, wie wir sie fiir unsere Vitamin- 
arbeiten verwenden, gesetzt. Die Bettung bestand aus Sagespanen. 
Leitungswasser stand in TrinkgefaéBen zur Verfiigung, das Futter wurde 
in Napfen verabreicht. Am 10. Marz wurden beide Gruppen durch 
je drei weitere Weibchen ergainzt, deren Alter und Gewicht dem ent- 
sprach, das die am 3. Februar 1932 angesetzten inzwischen erreicht 
hatten. 

Von diesen beiden, aus je zw6lf weiblichen und sechs mannlichen 
Tieren bestehenden Gruppen nimmt der Versuch seinen Ausgang. 
Nach Erreichung der Fortpflanzungsfahigkeit wurden diese nunmehr 
als Elterngeneration (I) anzusehenden Tiere gepaart und die II. Genera- 
tion geziichtet. Samtliche Wiirfe wurden bis zum Absetzen von der 
Mutter groBgezogen und das Aufzuchtsergebnis ermittelt. Zur weiteren 
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Zucht wurden dann hieraus eine Anzahl Tiere ausgewahlt. Zur Paarung 
wurden die Tiere in einem Durchschnittsalter von 110 bis 120 Tagen 
gebracht. Die Ratten sind auch schon in geringerem Alter fortpflanzungs- 
fahig, doch haben wir ebenso wie andere! die Erfahrung gemacht, daB 
man bessere Zuchtergebnisse und kraftigere Nachkommenschaft erzielt, 
wenn man die Tiete das erwahnte Alter erreichen lat. Nur bei der 
Paarung der VI. Generation gingen wir, um den Versuch abzukiirzen, 
hiervon ab und begniigten uns mit einem Alter von 90 bis 100 Tagen. 
Neben diesen Paarungen wurden noch weitere Paarungen einzelner 
Generationen zur Lésung von Sonderfragen vorgenommen, iiber die 
weiter unten berichtet wird. 

Fir den Aufbau des Versuchs ist wichtig, daB die Gruppen in der 
Folge der Generationen vergr6Bert wurden. Wir glaubten, daB hierdurch 
die etwa festzustellenden Wirkungen der Fiitterungen deutlicher in 
Erscheinung treten und Zufallsergebnisse ausgeglichen werden wiirden. 
Der Aufbau des Versuchs gestaltete sich somit tabellarisch dargestellt 
nach der Anzahl der von jeder Generation zur Paarung verwendeten 
Tiere wie folgt: 

Tabelle II. 





V-Gruppe mit KD. U-Gruppe ohne KD. 

Generation Datum der Paarunrg [eee — 

{ g Pa : 

I. (Kltern) 8. V. 1982 6 12 6 12 
Il. 26. 1X. 1932 9 15 9 17 
IT. 11. II. 1933 10 20 10 20 
IV. 8. VII. 1933 10 20 10 20 
¥.. 30. XI. 1933 20 39 * 20 40 
VI. 9. IV. 1934 25 50 25 50) 


* Ein infolge irriger Geschlechtsbestimmung in dieser Gruppe als Weibchen angesetztes 
Tier wurde spiter als Minnchen erkannt und gelegentlich der Paarung aus dem Versuch ge- 
nommen. 


Nahrungsmittel, Fiitterung, Nahrungsaufnahme. 


Dem Versuchszwecke entsprechend mu8te die zu verabreichende 
Kost fiir beide Gruppen aus jeweils den gleichen Nahrungsmitteln 
zusammengesetzt sein. Nur muBten die Nahrungsmittel der V-Gruppe 
mit kiinstlichem Diinger, die der U-Gruppe ohne solchen gezogen 
worden sein. Da die Verhaltnisse der menschlichen Ernéhrung méglichst 
eingehalten werden sollten, wurde eine gemischte Kost gewahlt, als 
deren Bestandteile Getreide, Gemiise, Fleisch und Milch in wechselnder 
Mischung verwendet wurden. 


' M.J.Greenman u. F. L. Duhring, Breeding and care of the albino 
rat for research purposes (The Wistar Institute of Anatomy and Biology, 
Philadelphia, August 1923). 
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Getreide. Die mit Kunstdiinger gezogenen Getreidemengen (Weizen, 
Roggen, Hafer, Gerste bzw. Hafergerstengemenge) wurden von Giitern 
geliefert, die schon jahrelang Kunstdiinger verwenden. 


Beispiele. Es wurde geliefert im Januar 1932 von: 


Landwirt Stiegenroth, Weimar. 

Roggen, Sorte: Petkuser. Diingung 1931 je Morgen: 1 Ztr. 40er Kali- 
diingesalz, 25 Pfd. Leunasalpeter, 1 Ztr. Thomasmehl. Vorfrucht: Weizen 
1930, Diingung: 2 Ztr. 40er Kali, 2 Ztr. Thomasmehl, 60 Pfd. Leuna- 
salpeter. 

Weizen, Sorte: Struwes Dickkopf.  Diingung: 1 Ztr. 40er Kali, 
2 Ztr. Thomasmehl, 60 Pfd. Leunasalpeter. Vorfrucht: Klee 1930, Diingung: 
1 Ztr. 40er Kali, 1 Ztr. Kalkstickstoff, 1 Ztr. 9 » 9. 

Hafer, Sorte: Beseler II]. Diingung: 1 Ztr. 40er Kalisalz, 1 Ztr. 
Kalkstickstoff, 1 Ztr. Superph. Vorfrucht: Roggen 1930, Diingung: | Ztr. 
40er Kali, 1 Ztr. Thomasmehl, 25 Pfd. Leunasalpeter. 


Landwirt Thielemann, Fiirstenwald. 

Wintergerste, Sorte: Friedrichswerter. Diingung: 1'5 Ztr. 40er Kali, 
11, Ztr. Thomasmehl, 1 Ztr. Leunasalpeter. Vorfrucht: Gelbklee, Diingung: 
11, Ztr. 40er Kali, 114 Ztr. Thomasmehl, 75 Pfd. Leunasalpeter. 

Weitere Getreidemengen erhielten wir vom Versuchsgut Dikopshof 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Bonn-Poppelsdorf'). 

Die nicht mit Handelsdiinger gezogenen Getreide (es waren die gleichen 
Ko6rnerfriichte) stammten zum gréBten Teil aus Betrieben mit biologisch- 
dynamischer Wirtschaftsweise, in denen bekanntlich Kunstdiinger nicht 
in Anwendung kommt. 

Gemiise. Die Gemiise erhielten wir von der Versuchswirtschaft Marhof ! 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Bonn geliefert. Hier wurden fiir 
unsere Versuchszwecke auf mit Kunstdiinger gediingten Parzellen und 
solchen, die keinen Kunstdiinger erhalten hatten, die gleichen Gemiise- 
sorten angebaut und fortlaufend geliefert. 


Insgesamt kamen an jede Gruppe zur Verfiitterung: 


Salat ... ..etwa 145kg |! Erbsen .. . etwa 17 kg 
ppmey. . 8. gy SRO, Méhren ... ,, 64, 


WeiBkohl . . . * 200 ,, Sellerie . . . - 250 Stiick 
wee oS 90 ,, Tomaten ...,, 125 kg 
| ea a ae 125 ,, Kartoffeln. .  .,, 1675,, 


Tomaten und Salat wurden zum Teil frisch, also sogleich nach der in 
kurzen Abstinden erfolgenden Lieferung gefiittert. Soweit dies nicht 
moéglich war, wurden sie, ebenso wie alle anderen nicht lagerbaren Gemiise 
sogleich haushaltsiiblich gekocht und in GlasgefaBe eingefiillt. Diese wurden 
evakuiert und bei 8° im Kiihlhaus aufbewahrt. Méhren und Kartoffeln 
wurden im Keller gelagert. 


' Wir danken Herrn Geheimrat Remy und insbesondere den Herren 
der Versuchsstation Marhof fiir die miihevolle Unterstiitzung unserer 
Versuche durch die Lieferung der zahlreichen Futtermittel. 
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Auch die Animalien Milech und Fleisch muBten von Tieren stammen, 
die mit Futtermitteln gefiittert worden waren, die mit und ohne Handels- 
diinger (KD.) erhalten worden waren. 

Die Milch wurde als Milehpulver von der Zentralmolkerei Schwerin 
geliefert. 175 kg Milehpulver wurden aus Milch des Gutes Gr. Rogahn 
hergestellt, das KD. auch fiir seine Wiesen und Weiden verwendete. Die 
ungediingte** Milch (150 kg Milehpulver) stammte vom Rittergut Wasdow 
bei Gnoien. 

Das Fleisch wurde uns durch freundliche Vermittlung der Versuchs- 
station Limburgerhof zur Verfiigung gestellt. Diese Versuchsstation lieferte 
uns zwei Rinder (300 und 311 kg) eigener Zucht, die mit Futter, das sehr 
stark gediingt war, gefiittert worden waren. Ferner erhielten wir einen Ochsen 
(310 kg) aus der Herde des Landwirtes Josef Kreidler, Wiesenstetten, 
O.-A. Horb a. N., der nur mit Futter, das niemals kiinstliche Diingung 
erhalten hatte, gefiittert worden war. Ein weiteres Rind gleicher Fiitterung 
(300 kg) wurde ebenfalls geliefert. 


Somit war durch diese Mafnahmen eine nach der Art der verwendeten 
Nahrungsmittel durchaus gleiche, aber entsprechend der Fragestellung des 
Versuchs in der Diingung verschiedene Fiitterung sichergestellt. Insgesamt 
wurden wihrend des Versuchs etwa 8750 kq frische Nahrungsmittel ver- 
braucht. 


Die chemische Zusammensetzung der einzelnen Futtermittel. 

Alle bis einschlieBlich Friihjahr 1933 eingetroffenen Futtermittel 
wurden chemisch auf ihre Zusammensetzung untersucht. Die Unter- 
suchungsmethoden waren die gleichen, die in landwirtschaftlichen 
Versuchsstationen zur Kontrolle der Nahrungs- und Futtermittel 
iiblich sind. 

DemgemaB erstreckte sich die Untersuchung auf Wassergehalt, Roh- 
protein und ReineiweiB, Rohfett, Rohfaser, Rohasche und stickstoffreie 
Extraktstoffe. Die stickstoffreien Extraktstoffe wurden ermittelt durch 
Erganzung der Summen von Wassergehalt, Rohprotein, Rohfett, Rohfaser 
und Rohasche auf 100°. Auch zur Bestimmung der EiweiBgehalte wurde 
ein indirektes Verfahren angewandt. Es wurden auBer dem Gesamtstickstoff 
die stickstoffhaltigen Verbindungen nichteiweiBartiger Natur bestimmt 
und von der Summe der Stickstoffverbindungen abgezogen. Die Differenz 
wurde als ReineiweiS bezeichnet. Einen Uberblick iiber die chemische 
Zusammensetzung gewahrt die folgende Tabelle. 

Die Zahlen zeigen, daB gréBere Unterschiede in der Zusammen- 
setzung der Nahrungsmittel nach der Diingung, die wesentliche Unter- 
schiede in der Nahrstoffzufuhr beider Gruppen hatte herbeifiihren 
kénnen, nicht bestanden. Meist erklaren sich Unterschiede durch den 
unterschiedlichen Wassergehalt oder die gefundenen Werte liegen in 
der iblichen Schwankungsbreite. 


Fir die Versuchsfiitterung war es notwendig, daB in mengenmapig 
gleich zusammengesetzten Nahrungsgemischen auch nahezu die gleichen 
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Tabelle ILL. 





Roh- N-freie - : a 
Futtermittel Wasser PIO ciwei Extra ce ete seh 
Gerste mit KD... . Po . 1552 896 8.19 66.84 5,26 1,26 2.16 
Fe ohne kD. . se «@ = PRS Sie 7,70 =69.15 | 5.14 1,82 2,32 
Hafer mit KD. . . ew: : 10,39 1149 10.07 5948 9.94 5.61 3.09 
ohne AD... , 13.48 989 S3iL 60,53 11.97 1,60 2,53 
MRR se es 944 13,73 12,58 5945 10,00 4,71 2.67 
ohne KD. et Leet 8.84 14.11 12.64 58.69 11,19 4.51 2.66 
Weisns mit KD. . OP cack 14,24 11,38 9,41 | 68,72 | 2.28 1,62 1,76 
ohne KD... 16,17 10,08 9,03 65.79 2.59 3.89 1.57 
(Dikopshof 1932) 1 mit t KD. 13,61 886) 7,50) 72,15 |242 142 15 
- 1932) ohne KD. 14,18 859 7,98 | 71,54 | 1,62 1,52 2,55 
Griine Bohnen mit KD. . . . 87,40 4,85 234 4,75 1,36 020 1.44 
i . obne KD... .. 8864 4,30 1,98 449 1.31 040 0,86 
Weibkraut 1931 mit KD. . . . 91,46 1,64 0.64 528 0,65 O14 O83 
. 1931 ohne KD... . 9149 148 O78 549 0,70 010 0,74 
Salat griin mit AD... . .. 94,80 1,70 0,95 184 0,74 O11 OSI] 
a ohne KD...... . | 94,76) 1,74) 0,94 1,78 0,77 0,13 0.82 
Tomaten 1932 mit KD. . . . .) 92.75 1.21 0.95 4.29 1.06 OS O51 
1932 ohne KD... . . 9255 1,28 O85, 439 089 0,26 0.63 
Sellerie mit KD. ....... 8609 2,08 1,19 7.52 1.58 0,24 1,30 
» Oopne-ED. ...... . 8820; 220; £78) 4,20) 1,73) O16) 128 
Kartoffeln Januar 1932 mit KD.., 
gekocht mit Schale . . . . | 67,02 | 227) 1,97 | 27,21 | 0,75: 0,08: 0.70 
Kartotfeln Januar 1932 ohne KD. 
gekocht mit Schale . . 68,70 2,57 1.98)! 24.90 063 0,10 1.12 
Frihkartoffeln 1932 mit KD. ge- 
dampft, geschalt . . . « |} 81,02; 28! 182 1253 0.64 0.13 1.05 
Frihkartoffeln 1932 ohne KD. ge- 
dampft, geschalt. . 76,92 2,47 149) 17,51 0,67 0,08 0,86 
Kartoffeln Herbst 1933. mit ‘KD., 
gedampft, gese Hal. . « . 75,98 2,83 144 1849 049, 0.07 1.05 
Kartoffeln Herbst 1933 ohne ‘KD. 
gedampft, geschalt . 2... . 75.38 2.58 1.97 1843 0.57 0.09 0.98 
Mik — oS Se 4,79 23,62 22,28 31.81 26.76 5.92 
Onue Wee 6 ck 5.92 26.63 25.32 36,39 24.85 6.21 


Nihrstoffmengen cnthalten sind. Deshalb wurde im Hinblick auf die 
Wichtigkeit der EiweiBzufuhr fiir Wachstum und Fortpflanzung der 
Kiweibgehalt der Futtermischungen tiberschlagsweise laufend kontrolliert 
und berechnet und hierbei auf einem zwischen 15 und 20°,, liegenden 
KiweiBgehalt der Futtertrockensubstanz  gehalten. Der mehrfach 
ermittelte EiweiBgehalt der verwendeten — Fleischstiicke bot hier- 
zu die geeignetste Grundlage. Ein Eiweibgehalt von 15 bis 20°, 
hat sich nach zahlreichen Erfahrungen der Vitaminmethodik und 
auch bei unseren friiheren Untersuchungen tiber den Nahrwert 
des Fleisches! als besonders zweckmabig erwiesen. Gelegentliche 


Kontrollanalysen der gereichten Futtermischungen  bestatigen, dal 


1 A. Scheunert u. C. Venus, diese Zeitschr. 252, 231, 1932. 


a 
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diese Forderung im Rahmen = der praktischen Méglichkeiten — er- 
fillt war. 
Beis pre le. Futterration vom J. Januar 193.5: 
1000 Teile Hafer 
600° ,, Milehpulver 
bt axe Salz 
mit KD: ReineiweiB in der Trockensubstanz 17,53 °,, 


ohne es ™ ne. rs - 16,93 %, 


Futterration vom 27. Mdrz 1935: 


1500 Teile Fleisch 1200 Teile Welschkraut 
4000... Kartoffeln 500)...» Roggen 
500) ,, ~— Sellerie 500... Weizen 
800 ,,  Spinat 50...) Kochsalz 
mit KD.: Wassergehalt 76,53 % 
Rohprotein in der Trockensubstanz 21,62) 
ohne... Wassergehalt 75,54% 


Rohprotein in der Trockensubstanz 20,03 %, 

Um auch einen Einblick in den Gesamtndhrwert der Futtermischungen 
zu bekommen, wurden auch einige kalorimetrische Untersuchungen aus- 
gefiihrt. Die Mischfutter vom September Dezember 1932 ergaben dabei 
pro lg Trockensubstanz mit KD. gediingt 4802,7 Cal und ohne KD. 
$827,5 Cal. Es bestand also praktische Gleichheit. Stichproben von Weizen 
und den Milehpulvern ergaben ebenfalls iibereinstimmende Brennwerte, 
z. B. Weizen mit KD. 4429,6 Cal, ohne KD. 4329,4 Cal, Milchpulver mit 
KD. 5497,7 Cal, ohne KD. 5542.1 Cal. Eine weitere Ausdehnung dieser 
Untersuchungen erschien nach diesen Ergebnissen nicht erforderlich. 

Die Fiitterung erfolgte in der Weise, daB jeweils aus den vorhandenen 
Nahrungsmitteln fiir jede Gruppe gleich zusammengesetzte Kostsiatze 
hergestellt wurden, wobei die Zubereitung durch Kochen unter Zusatz von 
etwas NaCl erfolgte. Hiervon wurden den Ratten beider Gruppen gleiche 
Mengen zugewogen, nachdem vorher die Gesamtkost durch den Wolf 
gegeben worden war, um ein gleichmaBiges Gemisch zu erzielen. 

Rationen. Zur Verwendung kamen drei verschiedene Rationsarten, die 
wahrend des ganzen Versuchs beziiglich der Menge der einzelnen verwendeten 
Futtermittelarten ziemlich gleichmaBig blieben. So hatten wir eine Ration 
ohne Kartoffeln, bestehend aus: 1 oder 1!, Teile Fleisch, 2 Teile Gemiise, 
1 Teil Getreide, 

eine Ration mit Kartoffeln, bestehend aus: 1 oder 11, Teile Fleisch, 
2 Teile Gemiise, | Teil Getreide, 4 Teile Kartoffeln, 

und eine Trockenration. Diese bestand aus: | Teil Getreide, 0,6 Teile 
Milchpulver, 0,016 Teile Kochsalz. 

Wahrend der Trachtigkeit und der Séugeperiode der V. und VI. Gene- 
ration wurden die Rationen noch eiweiBreicher gestaltet, woriiber S. 393 
austiihrlicher berichtet wird. Der pflanzliche Anteil der angefiihrten drei 
Rationen wurde je nach den vorhandenen Vegetabilien gewechselt. So 
wurde die Getreidemenge entweder in Form eines einzigen Getreides oder 
in Form von Gemischen von meist zwei Getreidearten verabreicht. Der 
Gemiiseanteil wechselte nach den vorhandenen Gemiisen. Auch hierbei 
wurden soweit wie mdéglich mehrere verschiedene Gemiise gleichzeitig 
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gegeben, also z.B. Bohnen und Tomaten, Spinat und WeiBkraut oder 
dergleichen. Die Fleischmenge betrug im allgemeinen 1 Teil, doch wurden 
in Zeiten, in denen eine verstarkte EiweiBzufuhr geboten erschien, auch 
1'. Teile Fleisch gereicht. Stets wurde sorgtaltig darauf geachtet, dab 
keine Eint6nigkeit in der Kost eintrat. Deshalb wurden mehrmals in det 
Woche die Rationen gewechselt. Mindestens einmal in der Woche wurde 
auch die oben erwahnte fleischlose Trockenration Nr. 3 > verabreicht. 

Wenn nun auch, wie dargelegt, die verabreichten Futtermischungen 
gleiche Nahrstoffmengen enthalten, so ist damit noch nicht gesagt, dai 
auch samtliche Tiere gleiche Mengen davon aufnehmen. Dies ist sogar 
sicher nicht der Fall, denn die Mannechen fressen durchsehnittlich meh 
als die Weibchen, und es gibt auch gute und schlechte Fresser und Futter 
verwerter unter beiden Geschlechtern. Auch durch Verstreuen geht bei 
einem Tier mehr als beim anderen verloren. Eine ganz gleiche Futter 
aufnahme laBt sich somit nicht erzielen. 

Fiir unsere Versuche war es vor allem von Wichtigkeit, festzustellen. 
ob im Verlauf des Versuchs Unterschiede in der Nahrungsaufnahme 
beider Gruppen zu erwarten waren. 

Dazu wurden zwei Versuche angestellt. Der erste Versuch wurde 
sogleich bei Beginn der Untersuchungen durchgefiihrt und diente auch 
dem Zwecke, die von den Ratten benétigten Futtermengen kennen- 
zulernen. Es wurden dazu jedem Tier taglich gleiche, mit dem Wachstum 
der Tiere von 30 bis 70g steigende Futtermengen vorgelegt und dic 
zuriickgelassenen Reste gesammelt und zuriickgewogen. Diese Mab- 
nahmen erstreckten sich tiber die ersten 85 Versuchstage, also iiber die 
Hauptwachstumsperiode, und es ergab sich dabei folgendes: 


Nahrungsaulnahme 1. Generation, 2. bis 85. Versuchstay. 


Jedes Tier hat durchsehnittlich aufgenommen: 








V-Gruppe U-Gruppe V-Gruppe U-Gruppe 

mit KD. ohne KD. mit KD. hne KD 
Fleisch... . 287.6 283,5 Hafer. .. . 51.4 51,3 
Weibkraut . . 575.0 558.9 Weizen . ; 51.4 51.3 
Kartoffeln. . . 1436.7 1417.1 Milehpulver . 128.1 127,5 
Gerste 2... 153,2 152.3 


Errechnet man hieraus mit Hilfe der Analysenergebnisse die Nahr- 
stoffzufuhr, so ist pro Ratte verzehrt worden: 





Trocken- Organ- Roh- Rein- N-frei¢ Roh- Roh- Roh 
masse substanz protein weil) Extrakte  faser fett asche 
V-Gruppe mit KD. 947 895,2 169.9 145,7 6568 26.2 62,2 32.8 


U-Gruppe ohne KD. 948.2 9083 170,38) 144.9 627,6 28.2 81,6 369 


Man sieht aus diesen Berechnungen deutlich, das sich sowohl die 
analytischen Unterschiede wie die in der Futteraufnahme weitgehend 
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ausgeglichen haben. Als einziger gr6Berer Unterschied fallt der héhere 
Fettverzehr der U-Gruppe auf, der durch den héheren Fettgehalt des 
ohne KD.-Fleisches erklart wird. 

Wir iiberzeugten uns durch einen zweiten, vom 7. September 1932 
bis 15. Oktober 1932 laufenden Versuch an je zwélf Ratten einer durch 
eine zweite Paarung der |. Generation erhaltenen Ila-Generation, dab 
diese gleichmaBige Futteraufnahme auch bei anderen Tieren und anderen 
Futtermischungen bestand. Bei diesem Versuch wurden die Ratten auf 
Drahtnetzen gehalten, so daB die durchgefallenen verstreuten Futter- 
reste leicht gesammelt werden konnten. Dabei kam es uns auch daraut 
an, festzustellen, wie die Ratten wachsen, wenn ihnen eine Kostmenge, 
die sie gerade auffressen oder eine reichlichere Kostmenge, von der sie 
heliebig fressen kénnen, zugewogen wurde. Wir wahlten aus der Ila- 

Generation vier Gruppen 





zu je elf Tieren aus, von 
denen zwei im Drahtnetz- 
versuch mit  bemessener 
r Nahrung und zwei ohne 
“f - Drahtnetzauf gewohnlicher 
re Bettung und mit abun- 
danter Kost, von der sie be- 
liebig viel fressen konnten, 





Diage gehalten wurden. Mit diesen 





Gruppen wurde ein 90 Tage 








Abundan’e Kosi 
===Gemessene_” 


wahrender Wachstumsver- 





‘Ff ; such durchgefiihrt. — Die 
Abb. 1. Durchschnittskurven — fiir 
Wachstumsdurchschnitt von 4 Gruppen zu je Mannehen und Weibchen 


11 Tieren der Ila-Generation. 4 . : 
sowie V- und U-Gruppe 


yetrennt sind in der Abb. Ll zusammengestellt. Man sieht daraus, daB das 
Wachstum der Ratten, unabhangig davon, ob sie die bemessene Kost, 
die sie durchschnittlich gerade auffressen oder eine reichliche Kost, von 
der viel iibrig blieb, erhielten, gleichmaBig war. Unser Vorgehen, 
simtlichen Tieren eine gleich groBe, aber reichliche Menge Futter, 
von der sie beliebig fressen kénnen, zuzuwiegen, ist damit als be- 
rechtigt nachgewiesen. Falls sich im = Laufe des Gesamtversuchs 
bei den einzelnen Generationen regelmaBige und auffillige Unterschiede 
im Wachstum der zu vergleichenden Gruppen ergeben hatten, konnte dies 
nicht auf eine verschieden grobe Nahrungsaufnahme bzw. Nahrstoff- 
zufuhr zuriickgefiihrt werden. Bei der ersten Generation, die bis ins 
Greisenalter gehalten wurde, ist nicht von der Hand zu weisen, dab 
kranke und rascher alternde Tiere weniger als andere gefressen haben. 
Das hat aber fiir die Beurteilung des Wachstums der jugendlichen 


Tiere der Generationen keine Bedeutung. 
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I. Generation (Elterngeneration). 


Die 1. Generation wurde von Beginn des Versuchs bis zum 5. Juni 
1934 beobachtet, also iiber eine Dauer von etwa 28 Monaten. Unter 
den tiblichen Laboratoriumsbedingungen gehaltene zahme  Ratten 
iiberschritten im allgemeinen eine Alter von 3 Jahren nicht. Nach 
Donaldson! entspricht das Alter einer solchen 3 Jahre alten Ratte etwa 
einem menschlichen Alter von 90 Jahren. Die am Schlub’ unseres 
Versuchs noch  tiberlebenden 
Tiere befanden sich somit im 
Greisenalter, was auch im 
auBeren Habitus, insbesondere 
auch im Verlust des Glanzes des 
Haarkleides und dem Auftreten 
mehr oder weniger umfang- 
reicher haarloser Stellen) zum 
Ausdruck kam. Die folgenden 





Abbildungen zeigen je_— ein 
Mannchen _ beider 
Gruppen im Alter 
von etwa 14 Mona- 
ten (Abb. 2 und 4) 
und im Greisenalter 
am SchluB des Ver- 
suchs, etwa 29 Mo- 
nate alt (Abb. 3 
und. 5). 





In der Periode Abb. 3. V 41, alt 
desschnellenWachs- 
tums vom I. bis 85. Versuchstage war, wie die Durchschnittskurven 
in Abb. 6 ergeben, das Wachstum der Tiere beider Gruppen. gleich, 
wobei die Mannchen entsprechend alter Erfahrung rascher wuchsen 
und héhere Gewichte erreichten als die Weibchen. 


Nachdem die Tiere voll ausgewachsen waren, haben sie bis zu 
ihrem Tode oder bis zum SchluB des Versuchs ihre Gewichte beibehalten. 
Vergleicht man die beiden Gruppen, so sind auffallige Unterschiede 
nicht festzustellen. Allerdings macht es den Eindruck, als ob die Weib- 
chen der U-Gruppe sich nicht so gut auf ihrem Korpergewicht gehalten 
hatten und auch nicht so hohe Gewichte erreicht hatten wie die der 
V-Gruppe. Dies kommt nun auch im Durchschnittsgewicht der am 
Ende des Versuchs iiberlebenden Tiere zutage. Es tiberlebten am 5. Juni 


! H.H. Donaldson, The Rat. Memoirs of the Wistar Institute of Ana 
tomy and Biology, Nr. 6. Philadelphia 1924. 
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von der V-Gruppe vier Mannchen und neun Weibchen, von der U-Gruppe 
aber nur ein Mannchen und fiinf Weibchen. Die Gewichte sind in der 
Tabelle [V) geordnet. 


Da bei den U-Mannchen nur ein Tier tiberlebte und dieses ganz 
hesonders kraftig war, ist ein Vergleich der Durchschnittsgewichte bei 
den Mannehen nicht méglich. 
Bei den Weibchen hingegen ist 
das Durchschnittsgewicht der 
iiberlebendenV-Weibchen, wenn 
auch nicht erheblich, so doch 
deutlich héher als das der 
anderen Gruppe. — Hierdurch 
wird der EKindruck, den man 





vom Verlauf der Kurvenscharen, 
Abb. 4. U 46. die wegen Platzmangels nicht 
wiedergegeben wer- 
den k6énnen, — ge- 
winnt, bestatigt. 
Weiter aber 
zeigt die Tabelle, 
daB im Laufe des 
Versuchs Todesfalle 
eingetreten sind und 
daB diese bei der U- 





Gruppe — zweifellos 


Tabelle IV. Am SchluB des Versuchs am Leben gebliebene Tiere 


der I. Generation. 





V-Gruppe mit KD. U-Gruppe ohne KD. 
Durech- Durch- 
Tier Ge- iewicht sehnitts- Tier Ge- Gewicht schnitts- 
schlecht gewicht schlecht gewicht 
Nr. g g Nr. g g 
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wesentlich umfangreicher waren als bei der Gruppe der V-Tiere, welche 
Nahrung, die mit KD. gezogen worden war, erhalten hatten. Der 
Unterschied in der Anzahl der iiberlebenden Tiere in beiden Gruppen 
ist so auffallend und deutlich, dap man hieraus zu dem Schlup berechtigt 
ist, dap die Tiere der V-Gruppe, also die, die Nahrung erhalten hatten, 
die mit kiinstlicher Diingung gezogen worden war, widerstandsfihiger 
gegen Erkrankungen und somit langlebiger gewesen sind als die Tiere 
der anderen Gruppe. 





Dies kommt noch klarer zum Aus- 
druck, wenn man die Sektionserge bnisse 
der gestorbenen und der am Schlub 
des Versuchs getéteten Tiere betrachtet. 

Die Todesursachen der im Verlauf 


‘J 


des Versuchs gestorbenen Ratten be- 


7 


At ino 


standen mit wenigen Ausnahmen 1. in 


Gewk 


entziindlichen Vorgangen in der Lunge, 
die in allen Rattenkolonien als hautige 
Erkrankungen und Todesursachen  be- 
kannt sind und ganz allgemein als 





..Pneumonien*’ — bezeichnet — werden. ES a ee 
Nach unseren Erfahrungen handelt es Abb. 6 

. . r Wachstumsdurchsehnitt det 
sich hier um eine Pseudotuberkulose, Sg inion 

die bei alteren Tieren haufig eintritt und 

auch bei unter den Verhaltnissen des Mangelversuchs gehaltenen Tieren 
oft beobachtet wird. Neben dieser Pseudotuberkulose und haufig mit 
dieser vergesellschaftet, beobachten wir bei alteren Tieren 2. hamor- 
rhagische Magen-Darmentztindungen. Auch diese Erkrankung finden 
wir im vorliegenden Versuch bei der Durchsicht der wiedergege benen 
Protokolle oft bei den gestorbenen Tieren. Beziiglich der Haufigkeit 
dieser beiden in Rattenkolonien als normale 'Todesursachen anzu- 
sprechenden Erkrankungen bestehen bei den beiden Gruppen keine 
besonderen Unterschiede. Auch bei den iiberlebenden am Schlub des 
Versuchs getéteten Tieren beider Gruppen fanden sich gelegentlich 
pseudotuberkulése Veranderungen der Lunge, und zwar bei den 13 Tieren 
der V-Gruppe viermal, bei den sechs Tieren der U-Gruppe dreimal. 
Zu erwaihnen ist, daB unter den Weibchen beider Gruppen je ein zum 
SchluB des Versuchs getétetes greisenhaftes Tier ein sehr umfangreiches, 
rein 6rtlich expansiv wucherndes Adenom der Mamma aufwies, das, 
abgesehen von der Behinderung in der Beweglichkeit, das Befinden der 
Tiere aber nicht beeintrachtigt hatte. Metastasen waren nicht vorhanden. 
SchlieBlich erscheint bemerkenswert, da nur einmal eine echte bésartige 
Geschwulst (Sarkom), und zwar an der linken Niere eines Weibchens 
der U-Gruppe, das also mit ohne KD. gezogenem Futter ernahrt worden 
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war, am SchluB des Versuchs gefunden wurde. Die iibrigen Sektions- 
ergebnisse sind wenig charakteristisch und lassen keine besonderen 
Schliisse zu. Nur eines ist bemerkenswert: Von den 13 tiberlebenden 
Tieren der V-Gruppe waren bei der Tétung am SchluB des Versuchs 
noch sechs gesund!, von den sechs tiberlebenden Tieren der U-Gruppe 
hingegen nur eins. Der Gesundheitszustand der tiberlebenden Tiere am 
Schlup des Versuchs war also zweifellos bei denen mit kiinstlich gediingter 
Nahrung erndhrten V-Tieren besser als bei den tiberlebenden der U-Gruppe. 
Paarungen der 1. Generation. 

Wahrend des Versuchsverlaufes wurde die I. Generation fiinfmal 
gepaart, wobei je ein Mannchen mit 1 bis 3 Weibchen 14 Tage zu- 
sammengesetzt wurde. Die Einzelheiten dieser Paarungsversuche sind 
aus der Tabelle zu entnehmen. 


Paarungen der I. Generation. 





Alter Bei der Paarung noch Trageni Geworfene Durchsehnitt- 
; vorhandene Tiere geworden Stiickzahl liche Wurfgrose 
Paarungs- Tiere 
tag a V-Gruppe U-Gruppe y- U- \- U- y- U- 
Monaten F Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe 
1932 
: A 4 6 | 121 6/12 6 5 54 40 9,0 S 
13. VII. 61), 6} 32: 6; 41" 12 11 124 108 10,3 9.8 
28. XI. 11 6}. £2 ott 5 6 of 46 7.4 ra 
1933 
30. VI. 18 6 Ii 5 | 10 6 5 34 3! 5,7 6,2 
is. X. 2% 6 11 4 8) 5 1 23 4 : 


*U ¢ 12 wurde wegen einer ausgedehnten Dermatitis, die spiiter zum lode fiihrte, 
nicht gepaart. 

Entscheidende Unterschiede sind in den ersten vier Paarungs- 
versuchen danach nicht aufgetreten. Bei der ersten Paarung, die zur 
Erzielung der II. Generation, auf welche sich der weitere Versuch 
aufbaute, vorgenommen wurde, war der Prozentsatz der tragend ge- 
wordenen Weibchen gering. Dies kénnte eine Erklarung darin finden, 
daB uns in den ersten 5 Monaten des Versuchs frische griine Gemiise 
nur in geringer Menge zur Verfiigung standen, so dab die Kost der 
fatten im wesentlichen aus Fleisch, Milch, Getreide, Kartoffeln und 
WeiBkraut bestand und somit die Ernahrung vielleicht nicht ganz 
befriedigend gewesen ist. Hierfiir spricht, daB bei der zweiten Paarung, 
der mit Kinsetzen der neuen Vegetationsperiode eine an griinen Vegeta- 


! EinschlieBlich V ct 5, bei dem sich eine Finne in der Leber vorfand. 
V 2 10 wurde dagegen nicht als gesund gerechnet, obwohl die bei ihm 
festgestellten Ovarialeysten, die bei greisenhaften Weibchen haufig vor- 
kommen, lediglich als Alterserscheinungen betrachtet werden miissen. 
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bilien reiche Ernahrung vorhergehen konnte, 100° ige Trachtigkeit 
in beiden Gruppen erzielt werden konnte. Bei den folgenden beiden 
Paarungen ist allerdings ein erheblicher Prozentsatz der Weibchen 
wiederum nicht tragend geworden. Wir vermuten, dafB die zur Begattung 
verfiigbare Zeit von 14 Tagen doch noch etwas kurz gewesen ist. Im 
iibrigen bleibt auch bei diesen vier Paarungen der Prozentsatz der 
trachtig gewordenen Weibchen bei beiden Gruppen ungefahr gleich. 
Beziiglich der Anzahl der insgesamt von den tragend gewordenen 
Weibchen geworfenen Jungen sind ebenfalls keine eindeutigen Unter- 
schiede zwischen den beiden Gruppen zu beobachten, obwohl hier 
immerhin bei der ersten, zweiten und vierten Paarung die V-Gruppe 
etwas iiberlegen war. Die durchschnittliche GréBe der Wiirfe schwankte 
zwar etwas, war aber bei beiden Gruppen ziemlich ausgeglichen. Von 
besonderem Interesse ist die letzte, fiinfte Paarung, bei der die Tiere 
bereits ein Alter von 21 Monaten erreicht hatten, also sich der Grenze 
der Fortpflanzungsfihigkeit naherten. Auch waren zu dieser Zeit 
bereits merkliche Ausfalle an Tieren, insbesondere an Weibchen der 
U-Gruppe, eingetreten. Zwischen den beiden Gruppen bestand nun 
hier ein deutlicher Unterschied insofern, als von den elf Weibchen der 
V-Gruppe noch fiinf, von den acht Weibchen der U-Gruppe aber nur 
noch eins tragend wurde. Dementsprechend war die Anzahl der zur 
Welt gebrachten Jungen in der U-Gruppe wesentlich geringer. Die 
KD.-Gruppe war danach in der Erhaltung der Fruchtbarkeit deutlich der 
U-Gruppe iiberlegen. 

Das Gesamtbild, das sich aus dem Versuchsverlauf der I. Generation 
ergibt, kann also dahin zusammengefapt werden, dap sich die Tiere der 
V-Gruppe in einem besseren Allgemeinzustand als die Tiere der U-Gruppe 
befunden haben. Sie waren widerstandsfahiger und somit langlebiger. Die 
am Schlup des Versuchs gretsenhaften Tiere waren bei der V-Gruppe, 
die mit kiinstlich gediingter Nahrung gefittert worden waren, in besserem 
Gesundheitszustande als die iiberlebenden der U-Gruppe und ferner hatten 
die Weibchen der V-Gruype thre Fortpflanzungsfdhigkeit besser erhalten 
als die Weibchen der U-Gruppe, die mit Nahrung, die ohne Verwendung 
kiinstlichen Diingers gezogen worden war, ernadhrt worden waren. 


Die Generationen. 

Aus den nach der ersten Paarung der I. Generation am 3. Mai 1932 
erzielten jungen Tieren wurden nach dem Absetzen von der Mutter die 
als I]. Generation aufzuziehenden Tiere ausgewahlt. Hierbei war zu 
beriicksichtigen, daB die bei einer Paarung trachtig gewordenen Weib- 
chen nicht durchweg an ein- und demselben Tage warfen. Wie erwahnt, 
erfolgte die Paarung anfangs so, da} ein Mannchen mit zwei Weibchen 
tiber 14 Tage zusammengehalten wurde und da dann in dieser Zeit die 
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Begattung erfolgte. Es ist eine alte Erfahrungstatsache der Rattenzucht, 
daB nicht durchweg alle weiblichen Tiere sogleich erfolgreich belegt 
werden. Vielmehr kénnen mehrere Tage des Zusammenseins voriiber- 
gehen, ehe die Begattung erfolgt. Um den Erfolg noch mehr zu sichern, 
dehnten wir von der III. Generation an die Paarungszeit auf 20 Tage 
aus. So kommt es, daB die einzelnen Weibchen eines Paarungsversuchs 
an verschiedenen Tagen werfen und daB im ungiinstigsten Falle zwischen 
dem ersten und letzten Wurf in einer Gruppe 20 Tage liegen kénnen. 
Die erhaltenen Wiirfe sind je nach der Mutter verschieden groB und wenn 
man noch beriicksichtigt, daB Verschiedenheiten beziiglich der Aufzucht 
durch die einzelnen Miitter bestehen, so ist es verstandlich, daB am Ende 
der Aufzuchtperiode die jungen Tiere verschiedene Gewichte besitzen. 
Kleinere Wiirfe wachsen rascher als groBe Wiirfe und wenn, wie es immer 
wieder vorkommt, von einigen Wiirfen Junge waihrend der Aufzucht 
zugrunde gehen oder von den Miittern getétet werden, so entwickeln 
sich die zuriickbleibenden Tiere schneller als die Angehérigen eines 
starken Wurfes, der von seiner Mutter insgesamt groBgezogen wird. 
Wenn man sich also entscheiden muB, aus den bei einem Paarungs- 
versuch von den Miittern bis zum Absetzen groBgezogenen Jungen 
einen Teil auszuwahlen, so sieht man sich der Aufgabe gegeniiber, aus 
Tieren, die im Alter und im Gewicht etwas verschieden sind, die ge- 
eigneten weiteren Versuchstiere abzusondern. 


Ideal ware es natiirlich gewesen, wenn man die gesamten Jungen 
hatte groBziehen, nach Erlangung der Fortpflanzungsfahigkeit paaren und 
so weiter bis zum Ende des Versuchs hatte verfahren kénnen. Die Anzahl 
der Versuchstiere ware dann aber ungeheuer angeschwollen und hatte im 
Verlauf einiger Generationen mehrere Tausend betragen. Abgesehen von 
den raumlichen Schwierigkeiten, die hieraus erwachsen waren, ware aber 
eine derartige Durchfiihrung des Versuchs deshalb unmédglich gewesen, 
weil die Nahrungsmittel nicht hatten beschafft werden kénnen. Man mu 
immer bedenken, daB die Ratten sehr groBe Nahrungsmengen im Ver- 
haltnis zu ihrem K6orpergewicht aufnehmen und da schon der im be- 
schrankten Umfang durchgefiihrte Versuch fast 10000 kg Frischnahrung 
erfordert hat, wie einleitend 8. 376 ausgefiihrt worden ist. 


Die Frage, wie die fiir die spateren Paarungen und die Erzielung 
weiterer Generationen aufzuziehenden Jungen auszuwahlen seien, hat 
uns zu den verschiedensten Uberlegungen gefiihrt. Der Gedanke, etwa 
das Los entscheiden zu lassen, wurde dabei mehrfach erértert, aber 


. 


schlieBlich verworfen. Es hatte leicht vorkommen kénnen, da bei der 
geringen Anzahl der Tiere, die ausgewahlt werden muBten, das Spiel 
des Zufalls dahin gefiihrt hatte, daB in der einen Gruppe mehr Altere 
und schwerere Tiere als in der anderen durch das Los bestimmt worden 
waren. Wir hielten es deshalb fiir zweckmaBiger, so vorzugehen, dab 
wir einerseits die schweren Tiere, die also voraussichtlich die altesten und 




















Wirkung von ohne u. mit kiinstl. Diinger gezogenen Nahrungsm. usw. 387 


kraftigsten waren, und ebenso die leichtesten Tiere, zu denen die jiingsten 
und schwachlichsten gehéren muBten, ausschalteten und zur Weiter- 
zucht die Tiere mittleren Gewichts heranzogen. Aus diesen wurden 
dann Mannchen und Weibchen unter méglichster Beriicksichtigung 
aller Wiirfe so ausgewahlt, daB in beiden Gruppen nahezu gleichgewichtige 
Tiere, also PaBtiere, zusammengestellt wurden. Wir gingen von diesem 
Prinzip nur bei der VI. Generation ab, weil wir bei dieser, um den 
Versuch abzukiirzen, die Paarung der groBgezogenen Tiere schon im 
Alter von etwa 100 Tagen vornehmen wollten. Deshalb wurden aus 
den abgesetzten Tieren der VI. Generation vor allem die schweren 
Mannchen und Weibchen zur Weiterzucht verwendet, die leichteren 
aber verworfen. 

In der folgenden Tabelle sind die Durchschnittsgewichte der zu 
den Wachstumsversuchen in den einzelnen Generationen verwendeten 
Tiere enthalten. Sie weisen eine befriedigende Ubereinstimmung auf, 
und nur bei der VJ. Generation erkennt man an der Héhe der Durch- 
schnittsgewichte die absichtliche Bevorzugung der schweren Tiere. 


Tabelle V. 





Durchschnitts- Durchschnitts- 

; Anzahl gewicht der u Anzahl gewicht der 

Generation GTUppe = Tiere beim Gruppe pg Tiere beim 

Mannchen Ansetzen Weibchen Ansetzen 

4 g . vo 

Il. ¥.. 10 49.2 is 15 43.5 
U. 9 50.9 U. 17 47,7 
ITI. ¥: 20 46,8 LA 40 46,2 
U. 20 47,3 U. 40 46,1 
IV. V. 20 48 , 2 40 44.9 
U. 20 47,8 U. 40 44.6 
\ ¥. 21 47,2 be 39 45.6 
U. 20 47,0 Z. 40 46.9 
VI. V. 25 59,4 ‘. 50 54,9 
U. 25 59.6 U. 50 54,5 


Von der I., I1., V. und VI. Generation wurden simtliche im Wachs- 
tumsversuch groBbgezogenen Tiere zur Paarung verwendet. Bei der 
ILI. und IV. Generation hingegen wurde von den jeweils groBgezogenen 
20 Mannchen und 40 Weibchen jeder Gruppe nur die Halfte zur Paarung 
ausgewahlt. Auch hierbei kamen durchaus vergleichbare Tiere zur 
Verwendung. 


Bei der Paarung mute ebenfalls wiederum eine Auswahl getroffen 
werden, da ja stets ein Mannchen mit zwei Weibchen zusammengesetzt 
wurde. Um méglichst gleichmaBige Verhaltnisse zu erzielen, wurde 
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hierbei so verfahren, daB die schweren Mannchen mit leichteren Weib- 
chen und die leichteren Mannchen mit schwereren Weibchen gepaart 
wurden. Wir glaubten auf diese Weise am besten die GleichmaBigkeit 
der Zuchtergebnisse sichern und uns vor Trugschliissen bewahren zu 





kénnen. 
Das Ergebnis der Paarungen ist in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 
Tabelle VI. 
Zur Paarung Trachtig Geworfene Durchschnitt- 
gelangten: geworden Stiickzahl liche Wurfgribe 








Gene- | Paarungs- —— . 2 
ration tag V-Gruppe U-Gruppe | V- —_ U- y U- y U- 
Weestens..2 d9te Rivet eo. Gruppe Gruppe Prats i Nga G 

: Aya truppe Gruppe Gruppe Gruppe 


4 g 7 : 0 


0 


1932 | 

S Ve 6 12) 6} 12 50 41,7 54 40 9.0 8.0 

II. 26. IX. 9;' 15; 9] 17) 100 94,1 163 154 10,8 9,6 
1933 

ITI. 11. II. | 10; 20 |10/} 20} 100 95 173 168 8,7 8,8 

IV. 8. VII. 10 20/;10) 20 100 | 100 206 184 10,3 9,2 

‘; 30. XI. 20 39 | 20 40 77 65 265 229 8,8 8,8 
1934 | 

VI. 9, IV. | 25 50 | 25; 50 | 100 | 98 498 464 10 9,5 


Die Tabelle zeigt, daB im allgemeinen mehr Weibchen der V-Gruppe 
trachtig geworden sind als von der U-Gruppe. Der Unterschied ist 
zwar sehr gering, doch ist es auffallig, daB er mit Ausnahme der 
IV. Generation regelmaBig auftritt. _Dementsprechend ist auch die 
Zahl der jeweils geworfenen Jungen bei der Kunstdiingergruppe gréBer 
als bei der U-Gruppe. Berechnet man die durchschnittliche WurfgréBe, 
so kann man weiter feststellen, daB die Weibchen der V-Gruppe auch 
in den meisten Fallen etwas starkere Wiirfe zur Welt gebracht haben 
als in der U-Gruppe. Man erkennt hieraus, daB die héhere Zahl der von 
der U-Gruppe zur Welt gebrachten Jungen nicht allein darauf zuriick- 
zufiihren ist, daB von den Weibchen der V-Gruppe mehr trachtig ge- 
worden sind, sondern daB die V-Gruppe eben an sich mehr dazu neigte, 
stirkere Wiirfe zur Welt zu bringen. Sicherlich sind diese Unterschiede 
nicht sehr erheblich, und man wird ihnen deshalb kein allzu groBes 
Gewicht beilegen diirfen, aber trotz vorsichtigster Beurteilung wird 
man nicht bestreiten kénnen, daB die Kunstdiingergruppe beziiglich 
Trichtigkeit und Produktion von Nachkommenschaft etwas giinstiger als 
die U-Gruppe abgeschnitten hat. 


Die einzelnen Generationen. 


Von den einzelnen Generationen interessiert besonders der Wachs- 
tumsverlauf in der bis zur Fortpflanzungsfahigkeit verlaufenden Lebens- 
periode. Wir geben hiervon von der II. bis VI. Generation Durchschnitts- 
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kurven, denen die einzelnen Wachstumskurven der in Tabelle V an- 
gefiihrten Tiere zugrunde liegen. Bei der sehr groBen Anzahl von Tieren 
wiirde die Wiedergabe der Einzelkurven ungemein umfangreich und 
wenig tbersichtlich sein. Bei der verhaltnismakig groBen Gleichmabigkeit, 
die die Tiere in ihrem Wachstum zeigten, geben die Durchschnittskurven 
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Abb. 7. Abb. 8. 
Wachstumsdurchschnitt der Il. Generation. Wachstumsdurchschnitt der III. Generation. 
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Abb. 9. Abb. 10. 
Wachstumsdurchschnitt der IV. Generation. Wachstumsdurchschnitt der V. Generation. 


ein durchaus klares und befriedigendes Bild. Aus ihnen gehen auch die 
durchschnittlichen Endgewichte der Tiere, die sie erreicht hatten, als 
sie dann zum Paarungsversuch verwendet wurden, hervor und ebenso 
die Anzahl der Tage, iiber die sich jeweils die Aufzucht bis zur Paarung 
erstreckte. Die Durchschnittskurven zeigen deutlich, dap eine entscheidende 
Uberlegenheit der einen oder anderen Gruppe beziiglich des Wachstums 








390 A. Scheunert, M. SachBe u. R. Specht: 


nicht bestanden hat, wenn auch in den meisten Fallen die V-Tiere ein 
etwas gréBeres Durchschnittsgewicht erreichten. Der Unterschied ist 
aber durchaus unbetrachtlich. Wahrend dieser Perioden traten, wie 
noch erwahnt sei, Todesfalle, Erkrankungen oder dergleichen nicht ein. 
Alle Tiere entwickelten sich gleich- 
maBig gut und befanden sich im besten 

















240 +. ° ’, 
kérperlichen Zustande. 
29 P . fnnite = , 
aad Die je 75 Tiere der VI. Gene- 
20 ration wurden, nachdem_ sie ihre 
80 Jungen (VII. Generation) bis zum Ab- 
= setzen groBgezogen hatten, in einem 
= * 
cy Alter von etwa 51/, Monaten getétet. 
= 40 = . OR 
& Sie erwiesen sich bei der Sektion durch- 
@0 weg als gesund. 
100 Versuche, die wir gelegentlich an- 
80 stellten, um festzustellen, ob bei der einen 
oder anderen Gruppe eine gréBere 
60 Neigung zur Ausfiihrung kérperlicher Be- 
wegung bestand, zeigten in allen Gruppen 
<span so erhebliche individuelle Unterschiede, 
Wachstumatarenschaitt des daB soleche Versuche in den spateren 


VI. Generation. ‘ : 2 
Generationen als ergebnislos unterlassen 

wurden. 

Bei der II. Generation wurden noch zwei weitere Paarungsversuche 


durechgefiihrt (Tabelle VII). 
Tabelle VIL. 





Durchschnittliche 





Trachtig geworden Geworfene Stiickzahl WurfgriBe 
Paarungstag SERRE Se 
“ ae v ere V-Gruppe | U-Gruppe V-Gruppe  U-Gruppe 
26. IX. 19382 || 100 94,1 163 154 10,8 | 9,6 
15. X11.1982 | 71,4 31,3 76 36 (a ae 
11. 1V.19383 |} 100 ; 100 146 120 10,4 8,6 


Das Ergebnis dieser Paarungen der I]. Generation entspricht dem 
in der Tabelle VI niedergelegten Gesamtpaarungsergebnis. Die l ber- 
legenheit der V-Gruppe beziiglich der Fruchtbarkeit und Produktion von 


Jungen tritt hier noch etwas deutlicher zutage. 


Mineralstoffuntersuchungen. 


Die iiberlebenden Ratten der I. Generation und je 20 Tiere beider 
Gruppen der VI. Generation, die am Tage des Abschlusses des Versuchs 
5 bis 6 Monate alt waren, wurden auf ihren Gehalt an Mineralstoffen unter- 
sucht. Die Untersuchung nahm in freundlicher Weise die Landwirtschaftliche 
Versuchsstation Berlin-Lichterfelde des Deutschen Kalisyndikates vor, 
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wofiir wir ihr verbindlichst danken. Die Kadaver wurden zur Analyse in 
Alkohol versandt und nach dem Trocknen feucht verascht. Die Ergebnisse 


sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle VIII. Angaben in Gramm auf 100g Frischsubstanz. 








I. Generation, etwa 2!/, Jahre alt VI. Generation, 5 bis 6 Monate alt 

Gehalt an V-Gruppe U-Gruppe V-Gruppe U-Gruppe 

mit KD. ohne KD. mit KD. ohne KD. 
K,0 0,227 0,244 0,464 0,415 
Na, 0 0,125 0,132 0,177 0,156 
CaO 1,392 1,283 1,330 1,299 
MgO 0,073 0,075 0,099 0,093 
P.O; 1,367 1,271 1,420 1,364 
Cl 0,119 0,126 0,099 0,099 
SO; 0,121 0,140 0,200 0,189 
SO, 0,011 / 0,011 0,012 0,012 

Die Ergebnisse sind schwer zu deuten. Die Kunstdiingertiere der 


I. Generation enthielten deutlich mehr Kalk und Phosphorsaéure, die als 
Bestandteile des Skeletts die Hauptmasse des Mineralbestandes bilden. 
Man k6énnte hieraus schlieBen, daB die V-Tiere eine gréBere Knochenmasse, 
also bessere Skelettentwicklung gehabt hatten als die U-Tiere. In der Tat 
sind ja nun die U-Weibchen etwas schwiacher als die V-Tiere gewesen 
(Tabelle IV), fiir die Mannchen gilt dies aber nicht. Andererseits wider- 
spricht dem der, bei im iibrigen verhaltnismaBig groBer Ubereinstimmung, 
etwas héhere Gehalt der U-Tiere an den anderen Mineralbestandteilen. 
Es ist dabei zu bedenken, daB beide Gruppen aus greisenhaften Tieren be- 
standen und daB in der V-Guppe 13, in der U-Gruppe nur 6 Tiere vertiigbar 
waren. Auch war, wie bei der Besprechung der Sektionsprotokolle erwahnt 
worden ist, der Futterzustand ziemlich unterschiedlich. Dies alles mag 
mit dazu beigetragen haben, die tatsachlichen Verhaltnisse zu verwischen. 

Solche Unterschiede im allgemeinen kérperlichen Zustand bestanden 
aber bei den analysierten Tieren der VI. Generation nicht. Diese waren 
durchaus gleich und die Gesamtgewichte der je 20 Tiere stimmten genau 
iiberein. Dennoch fanden sich beziiglich Kalk und Phosphorséaure die gleichen 
Unterschiede und auch an anderen Mineralbestandteilen wies hier die 
V-Gruppe einen etwas héheren Gehalt auf. Dazu fallt noch der sehr hohe 
Gehalt an K,O und P,O, auf. Es ist naheliegend, dies mit der Fiitterung 
und dem sich im ganzen Versuch widerspiegelnden Verhalten der V-Gruppe 
in Verbindung zu bringen. Das widerspricht aber den altbekannten Er- 
fahrungen von der groBen Konstanz des Mineralbestandes, die allerdings 
heute, wenigstens fiir junge Tiere, nicht mehr unbedingt aufrechterhalten 
werden kann!. Da es sich bei unseren Versuchen nur um einen Nebenbefund 
handelt und ausreichende Grundlagen fehlen, enthalten wir uns weiterer 
Betrachtungen iiber diese Ergebnisse. 

Von je 60 Tieren jeder Gruppe der VI. Generation wurden auferdem 
die Schilddriisen herausprapariert und auf ihren Jodgehalt untersucht 


' LL. B. Mendel und Mitarbeiter, Carnegie Inst. Year Book 31, 314, 1932; 
82, 309, 1933. 
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Die Untersuchung wurde in sehr liebenswurdiger Weise von Herrn Dr. 
v. Fellenberg, Bern, vorgenommen und wir méchten ihm auch an dieser 
Stelle fiir seine Freundlichkeit danken. Es ergab sich hierbei folgendes 
tabellarisch zusammengestellte Bild: 





V-Gruppe (Nahrung mit KD.) U-Gruppe (Nahrung ohne KD.) 


Trockengewicht Jodgehalt pro g Jodgehalt | Trockengewicht Jodgehalt pro g Jodgehalt 


pro Driise Trockensubstanz pro Uriise pro Driise Trockensubstanz pro Driise 
mg 7 7 mg } ; 
6,35 216 1,37 7,47 146 1,09 


Die Tiere der V-Gruppe hatten danach weniger Schilddriisensubstanz, 
doch hatten thre Driisen einen héheren Jodgehalt, und zwar sowohl auf 
g Trockensubstanz wie auf Driise selbst berechnet. Dies ist bemerkenswert, 
weil daraus hervorgeht, da8 unsere kunstgediingten Nahrungsmittel, 
trotzdem sie unter Verwendung synthetischen Stickstoffdiingers gezogen 
worden waren, ausreichend Jod zur Deckung der Jodanspriiche der Ratten 
geliefert hatten. Dies diirfte mit darauf zuriickzufiihren sein, daB auch 
Kalisalze und Phosphorsaurediinger Verwendung gefunden hatten, von 
denen schon Eckstein! unter Hinweis auf ihren Jodgehalt ausgefiihrt hat, 
daB dieser sie befahige, ein etwaiges kleines Joddefizit zu decken. Da im 
iibrigen die einzelnen Nahrungsmittel nicht auf ihren Jodgehalt untersucht 
worden sind, ist ein klares Urteil dariiber nicht méglich, ob bei der V-Gruppe 
durch die Nahrung eine vermehrte Jodzufuhr erfolgt ist oder ob bei relativ 
gleicher Zufuhr von Jod in der Nahrung beider Gruppen die Schilddriisen 
der Tiere der V-Gruppe ein gréBeres Jodspeicherungsvermégen besessen 
haben als die der anderen. 

Die mitgeteilten Untersuchungen iiber den Gehalt an anorganischen 
Bestandteilen einschlieBlich Jod lassen sich also zur Zeit mangels ausreichen- 
der Unterlagen physiologisch nicht auswerten, eréffnen aber interessante 
Fragestellungen fiir weitere Versuche. 


Die Aufzucht. 

Die Erfahrungen des Jangdauernden, iiber Generationen fort- 
gesetzten Fiitterungsversuches an Ratten haben ergeben, dab die Fort- 
pflanzung der Tiere ein sehr fein reagierender Anzeiger fiir alle Er- 
nahrungsschaden ist. In diesem Sinne ist aber nicht nur das Tragend- 
werden und die Anzahl und GréBe der Wiirfe zu bewerten, sondern auch 
das Verhalten der Miitter in der Saéugeperiode, also die Aufzucht der 
Jungen durch die Mutter bis sie unabhangig von der Mutter leben und 
sich selbstandig weiter ernahren kénnen. Sind die miitterlichen Tiere 
unzweckmaBig ernahrt, so sind, wenn iiberhaupt Wiirfe zustande- 
kommen, die Jungen haufig schwach, sterben zum Teil ab oder werden 
von der Mutter getétet. Eine Rolle spielt hierbei auch die Milchproduk- 
tion seitens der miitterlichen Ratten. Ist diese nicht ausreichend, so 
erfolgt schlechte Ernahrung und Absterben der Jungen. Auch Tétung 


1 O. Eckstein, Landw. Jahrb. LXVIII, 8. 423, 1928. 
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der Jungen durch das Muttertier, das sich nicht imstande sieht, den 
Anspriichen, die von seiten der Jungen an die Milchdriise gestellt 
werden, zu entsprechen, ist naheliegend. Es ist infolgedessen durchaus 
einleuchtend, da reichliche und insbesondere eiweibreiche Ernahrung 
der Rattenmiitter wahrend der Séugeperiode am Platze ist, denn man 
weiB aus den Erfahrungen an Milchkiihen, daB die Milechmenge und der 
ganze Lactationsverlauf ganz wesentlich vom Eiweibreichtum der 
Fiitterung abhangen. Die Erfahrung WeCollums, daB das Téten der 
Jungen seitens der Miitter haufig durch zu eiweibarme Kost bedingt 
ist, ist somit durchaus erklarlich, und auch unsere eigenen Unter- 
suchungen haben gezeigt, daB bei der Aufzucht junger Tiere eiweib- 
reiche Ernéhrung am Platze ist (Scheunert und Venus'). Dies fiihrte 
uns dazu, daB wir wahrend der Saéugeperioden ganz besonders darauf 
bedacht waren, die Rationen eiweiBreich zu gestalten. So wurden an 
die letzten beiden Generationen wahrend der Trachtigkeit und der 
Saugezeit die folgenden Rationen gefiittert: 





Ration wihrend der Paarungszeit Ration wihrend der Paarungszeit 


der V. und der Siéiugezeit der VI. und der Sdugezeit 
der VI. Generation der VII. Generation 

3 Teile Fleisch 4 Teile Fleisch 

0,7 4  Milchpulver 3. , Gemiise 

3 Gemiise 2 . Getreide 

2.2 ., Getreide 


Man kann aber auch durch eiweiBreiche Fiitterung, wie dies sich auch 
im vorliegenden Versuch ergab, das Téten der Jungen durch die Miitter 
nicht vollstandig verhindern. Manche Miitter ziehen auch groBe Wiirfe 
anstandslos auf, andere wieder zerstéren ihre Wiirfe ganz oder t6ten nur 
das eine oder andere der Jungen. Es ist also ein individueller Faktor vor- 
handen, den man nicht von vornherein ausschalten oder auch nur beurteilen 
kann. Dieses Té6ten der Jungen setzt etwa 10 bis 14 Tage nach der Geburt 
ein, und es macht den Eindruck, als ob die Mutter dann gewissermaBen die 
Gr6éBe des Wurfes selbst reguliere. Haben die Tiere ein Alter von 3 Wochen 
iiberschritten, so sind solehe Verluste nicht mehr zu befiirchten. Abgesehen 
hiervon findet auch noch ein Absterben der Jungen statt, wobei keineswegs 
immer die schwachlichsten Tiere in Frage kommen. Es ist méglich, da®B 
bei reichlichen Wiirfen das eine oder andere Tier mehrmals von den anderen 
beim Saéugegeschaft abgedrangt wird und somit an Nahrungsmangel zu- 
grunde geht. Da die Tiere in einem Haufen zusammenliegen und die Mutter- 
ratte auf ihnen sitzt, kénnen auch Erdriicken und Ersticken stattfinden. 
Letzteres besonders dann, wenn die Mutterratten die Jungen in die weiche 
Bettung einwiihlen, was sie regelmaBig tun. Es ist médglich, daB die in 
unserer Rattenzucht seit jeher iibliche Bettung von Sagespanen in dieser 
Richtung ungiinstig ist und ebenso wiirden vielleicht geriumigere Kafige 
als wir sie zu benutzen pflegen, solche Todesfalle noch etwas herabmindern 


1 A. Scheunert u. C. Venus, diese Zeitschr. 252, 231, 1932. 
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kénnen. Auf jeden Fall geht aus diesem allen hervor, daB beim Aufzucht- 
ergebnis gewisse Unsicherheiten vorliegen und daB am Zustandekommen 
des Ergebnisses Faktoren mitwirken, die zu beherrschen man nicht in der 
Hand hat. Dazu kommt noch, daB nach den Erfahrungen der Tierziichter 
Auffressen der Jungen zum Teil erblich sein soll und da8 auch Unruhe im 
Zuchtraum, Erschrecken der Muttertiere u. a.m. als Ursachen vom Auf- 
fressen der Jungen angesehen werden. Wir stehen allerdings diesen Er- 
klarungen nach wie vor recht zuriickhaltend gegeniiber. 

Um nun das Aufzuchtergebnis in einer méglichst einwandfreien 
Weise darzustellen, muBte zundichst der Zeitpunkt des Absetzens von 
der Mutter einheitlich gestaltet werden. Wir richteten uns dabei nach 
dem Alter des Wurfes und dem Gewicht der einzelnen Tiere. Das Ab- 
setzen erfolgte durchschnittlich nach etwa 30 Tagen dann, wenn das 
Gewicht der Jungen etwa 45g betrug. Ganz feste Normen konnten 
hierbei nicht eingehalten werden, da eben kleine Wiirfe sich rascher, 
groBe Wiirfe langsamer entwickelten. Immerhin gelingt es, wenn man 
Wiirfe, nachdem etwa 3 Wochen nach der Geburt vergangen sind, 6fter 
durchwiegt, die Tiere in ziemlich gleichen Entwicklungsstadien zum 
Absetzen zu bringen. Das Alter variiert dann zwischen 27 und 33 Tagen 
und die Gewichte zwischen 35 und 65g. Die Tiere, die dann aus dem 
gesamten Paarungsversuch erhalten wurden, wurden als von den 
Muttern aufgezogen angesehen und ihre Zahl zur Berechnung des 
Aufzuchtergebnisses ermittelt. Dazu wurde ihre Zahl auf die Gesamtzahl 
der in dem Paarungsversuch trachtig gewordenen Miitter bezogen, also 
festgestellt, wieviel Junge pro tragende Mutter in dem_ betreffenden 
Versuch aufgezogen worden waren. Die Zahl der aufgezogenen Jungen 
wurde also auf die Gesamtzahl der trachtig gewordenen Miitter bezogen, 
ganz gleichgiiltig, ob diese ihren Wurf ganz, teilweise oder gar nicht 
aufgezogen hatten. Die auf diese Weise durchgefiihrte Berechnung 
simtlicher Paarungsversuche bei sémtlichen Generationen findet sich 
in der Tabelle IX. 

Vergleicht man hierbei die beiden Gruppen, so ergibt sich folgendes: 
Bei den Paarungen der I. Generation hat die V-Gruppe etwas mehr 
Junge aufgezogen als die U-Gruppe, wobei die Ergebnisse der dritten 
und fiinften Paarung praktisch gleich sind. In den beiden ersten 
Paarungen der II. Generation war die U-Gruppe iiberlegen, in der 
ersten Paarung sogar sehr betrachtlich. Bei der dritten Paarung der 
I]. Generation hatte wieder die V-Gruppe einen kleinen Vorsprung. 

Vergleicht man in der Tabelle die beiden Gruppen, so ergibt sich 
folgendes: Von der I. Generation hat nach der ersten, zweiten und 
vierten Paarung die V-Gruppe etwas mehr Junge aufgezogen als die 
U-Gruppe. Bei der dritten Paarung waren die Ergebnisse praktisch 
gleich. Die Aufzuchtergebnisse der fiinften Paarung sind nicht ver- 
gleichbar, da von der U-Gruppe nur ein Tier tragend geworden ist, 
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Tabelle IX. Aufzuchtergebnisse simtlicher Paarungen. 











Zahl der trichtigen Zahl der Durchschnittlich je 
Ta Gene- Miitter aufgezogenen Jungen Mutter aufgezoger 
der Paarung ration seem (seegeaaee anes, SRE Sunn SEERERRRREE 
V-Gruppe U-Grappe V-Gruppe U-Gruppe V-Gruppe U-Gruppe 
8. V. 1932 I 6 5 40 31 6,67 6,2 
13. VIT. 1932 I. 12 11 75 62 6,25 5,64 
28. XI. 1932 I. 5 6 27 32 5,4 5,33 
30. VI. 1933 I. 6 5 3U 23 5,0 4.6 
18. X. 1933 I 5 1 14 4 2,8 4(?)* 
26. IX. 1932 II. 15 16 86 120 5,73 7,5 
15. XII. 1932 Il. 10 5 41 22 4,1 44 
11. 1V. 1933 II. 14 14 99 95 7,07 6,79 
11. IT. 1933 Ill. 20 19 99 109 5,0 5,74 
8. VII. 1983 IV. 20 20 150 170 7,5 8.5 
30. XI. 1933 V. 30 26 217 183 7,23 7,04 
9. IV. 1934 VI. 50 49 259 224 5,18 4,57 


* Der Wert dieser Zahl als Durchschnittszahl ist fraglich, da nur 1 Tier tragend geworden 
war und seine vier Jungen vollstindig aufgezogen hatte. 


eine Durchschnittszahl also nicht errechnet werden kann. Auberdem 
waren bei dieser Paarung die Weibchen bereits tiberaltert (vgl. S. 385). 
In den beiden ersten Paarungen der II. Generation war die U-Gruppe 
iiberlegen, in der ersten Paarung sogar sehr betrachtlich. Bei der 
dritten Paarung der II. Generation hatte wieder die V-Gruppe einen 
kleinen Vorsprung. 

Bei den Paarungen der II]. und IV. Generation zeigte die U- 
Gruppe deutliche Uberlegenheit, waihrend bei der Paarung der V. und 
VI. Generation wieder die V-Gruppe besser aufgezogen hatte. Man 
sieht hieraus, da’ zwischen den beiden Gruppen entscheidende 
und regelmaBige Unterschiede nicht bestanden haben. 

Da aber aus Tabelle VI hervorging, daB die mit Kunstdiinger- 
nahrung ernahrten Weibchen der V-Gruppe meist starkere Wiirfe als 
die der U-Gruppe hervorgebracht hatten, so muB man aus dem Aufzucht- 
ergebnis schlieBen, dap der durch gréBere Fruchtbarkeit und hohere Zahl 
der Jungen erlangte Vorsprung dieser Gruppe bei der Aufzucht wieder 
ausgeglichen worden ist. 

Vergleicht man die Zahlen der von beiden Gruppen wahrend des 
ganzen Versuchs bis zum Absetzen der Mutter groBgezogenen Jungen, 
so ergeben sich fiir die 

mit Kunstdiingernahrung ernahrte V-Gruppe 1137 abgesetzte 

Junge, 
fiir die mit Nahrung ohne Kunstdiinger ernahrte U-Gruppe 
1075 abgesetzte Junge. 
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Da die Ergebnisse der letzten Paarung der I. Generation, die im 
hohen Alter der Tiere erfolgte, vielleicht nicht mehr maBgebend sind, 
kann man diese Zahlen noch abziehen und erhalt dann: 

V-Gruppe: 1123 abgesetzte Junge 
2) Saaaee 1071 3 ¥ 

Der zugunsten der V-Gruppe bestehende Unterschied betragt nur 
knapp 5%, so daB man wohl das Ergebnis als praktisch gleich bezeichnen 
kann. Damit sind wir nun auch in der Lage, das Gesamtergebnis zu 
ziehen. 

Die Versuche zeigen, dap die mit unter Verwendung von kiinstlichen 
Diingemitteln gezogener Nahrung ernahrten Ratten beziiglich Fruchtbarkeit, 
Zahl der Nachkommenschaft und Langlebigkeit den anderen wdiberlegen 
waren, waihrend Wachstum und Aufzuchtleistung sich in denselben Grenzen 
hielten, wie sie auch bei Ratten beobachtet wurden, die mit Nahrungs- 
mitteln ohne Kunstdiingerverwendung erndhrt worden waren. 


Fiir unsere Grundfrage, ob irgendwelche Schadigungen der Tiere 
durch langdauernde Verfiitterung von mit Kunstdiinger gezogener 
Nahrung auftreten wiirden, lautet nach diesen Ergebnissen die klare 
und eindeutiae Antwort, dap dies nicht der Fall gewesen ist. 




















Atmung und Stoffwechsel von Schimmelpilzen. 


Von 
Siegfried Michael. 
(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 24. September 19534.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Untersuchung des Gasstoffwechsels von Schimmelpilzen, die 
zusammen mit R. Falck und W. Schoeller! begonnen war, wird in 
dieser Arbeit fortgesetzt, deren Zweck es war, den Gasstoffwechsel 
von Aspergillus niger wahrend der Saurebildung messend zu_ver- 
folgen. Im Stoffwechsel von Aspergillus niger verlaufen, wie bei 
jedem saurebildenden Fadenpilz, zwei Hauptprozesse nebeneinander : 
der Aufbau des Pilzkérpers und der oxydative Abbau des Substrats 
(Kohlenhydrat) zu den verschiedenen organischen Sauren. Der GréBe 
des stofflichen Umsatzes nach iibertrifft der letztere ProzeB den ersteren 
oft bedeutend. Die Untersuchung der Atmung von saéurebildenden 
Pilzen erscheint deshalb von gréBerem Interesse als Experimente an 
solchen Pilzen, die ihr Substrat nur in neutrale Verbindungen verwandeln 
oder véllig verbrennen, da in letzterem Falle Zusammenhinge zwischen 
den chemischen Prozessen des Stoffwechsels und der Atmung nur schwer 
zu erkennen sind. 

In der vorangehenden Arbeit wurde postuliert, daB mit Kohlen- 
hydraten als Substrat bei vélliger Verbrennung der Respirations- 
quotient CO,/O, = 1 ist, dab RQ. bei eintretender Saurebildung 
kleiner als 1 wird, sofern das Substrat nicht durch Zusatz von Carbonaten 
dauernd neutral gehalten wird. Bei Gegenwart von Carbonaten muB 
RQ. = 1 sein. Es wurde gezeigt, daB in letzterem Falle das Verhaltnis 
von CO,, die durch Veratmung organischen Materials entwickelt ist, 
zu der CQ,, die aus Carbonat durch Einwirkung von organischer Saure 
frei gemacht ist (CO, 4/CO,,), von Bedeutung fiir die Beurteilung der 
Art des Stoffwechsels ist. Diese Angaben stehen teils in Uberein- 
stimmung, teils im Widerspruch zu den Befunden anderer Forscher. 

M. Molliard? beobachtete Werte von RQ. < 1 wahrend der Saure- 
bildung durch Aspergillus niger. H. Wieland und Sevrag*® fanden bei Ver- 
giarung von Glucose durch Buttersiurebakterien, daB zugleich mit starker 
Bildung von Zwischenprodukten (Saéuren) der RQ. auf 0,23 heruntergeht 
und im weiteren Verlauf der Garung auf etwa 0.8 ansteigt. Die Atmung 


1 Diese Zeitschr. 262, 289, 1933. — 2 C.r. biol. 90, 2, 1924. 3A SOL, 151. 
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von Aspergillus oryzae wurde von H. Tamija' in einer Reihe von Experi- 
menten untersucht. Aspergillus oryzae verwandelt das Substrat, soweit 
er es nicht zum Aufbau des Pilzkérpers verbrauchi, zu einem Teil in Koji- 
saure, das iibrige wird véllig verbrannt. Der Autor fand einen Durchschnitts- 
respirationsquotienten von etwa 0,9 fiir die sogenannte ,,Restatmung*,, d. i. 
Atmung in Abwesenheit einer C- Quelle. Ferner bestimmte er fiir eine Reihe 
von Substraten die RQ. und fand fiir Kohlenhydrate und einige organische 
Sauren Werte fiir RQ.> 1. Da unter den Stoffwechselprodukten von 
Aspergillus oryzae fast immer Alkohol zu finden ist, diirften die hohen 
RQ.-Werte auf eine neben der Atmung verlaufende alkoholische Garung 
zuriickzufiihren sein. AH. Raistrick® und Mitarbeiter fanden bei der syste- 
matischen Untersuchung einer groBen Anzahl von saurebildenden und nicht 
sdurebildenden Schimmelpilzen verschiedener Gattungen in sehr vielen 
Fallen, auch bei gleichzeitiger Saurebildung, Werte fiir RQ. > 1. 

In folgenden zwei Prozessen wurde der Gasstoffwechsel von Asper- 
gillus niger wahrend der Saurebildung untersucht: 

1. Bildung von Gluconsaéure aus Glucose in einem durch Kreide 
neutral gehaltenen Medium auf festem Nahrboden. Dieser ProzeB ist 
fast einheitlich, da nur ein kleiner Teil des Kohlenhydrats in andere 
Produkte als Gluconsiure verwandelt wird. Wahrend des Versuchs 

wurde die Atmung beobachtet, nach 
A dem Versuch wurden die Umsetzungs- 

( ' produkte untersucht. 
— 2. Bildung von Citronensdure auf 
fliissigem Nahrboden ohne Neutrali- 
sationsmittel. Hier wurden sowohl 


¢ 








vad Atmung als auch die chemischen Um- 
| setzungen wahrend des Versuchs beob- 
rs achtet. Nach dem Versuch wurden die 


Umsetzungsprodukte gesammelt. 





dD 
, Apparatur. 
sicily Der erstere der beiden obigen Prozesse 
Abb. 1. wurde in der in der vorigen Arbeit ge- 


schilderten Apparatur (Apparat I) durch- 
gefiihrt. Der letztere ProzeB wurde in einer etwas veranderten Anordnung 
(Apparatur IT) verfolgt, welche es gestattet, wahrend des Versuchs von 
der Nahrlésung Proben steril zu entnehmen und die Nahrlésung ohne 
Aufhebung der sterilen Bedingungen und ohne Beschadigung der Pilzdecke 
zu wechseln. 

Die Arbeitsmethode mit Apparatur JI wird im folgenden beschrieben 
(Abb. 1): Die Exsikkatordeckel FE und F, von etwa 10em Durchmesser, 
werden durch Klammern zusammengehalten, so daB eine gasdichte Ver- 
bindung erreicht ist. Der untere Teil F hat einen Stutzen und ist mit einem 
Gummistopfen verschlossen, durch den ein Glasrohr mit Hahn J fiihrt. 
Eine Petri-Schale, welche die Nahrlésung enthalt, ruht auf einem Glastisch 


' Acta phytochimica 3 bis 7. — *? Trans. R. Soc., Series B., 220. 
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in Ff. Der obere Teil E hat drei Stutzen, die durch Gummistopfen ver- 
schlossen sind. Durch diese fiihren ein Rohr A mit Hahn, ein Rohr PB mit 
Hahn, das bis zum Boden der Petri-Schale fiihrt, ein Tropftrichter C, dessen 
Rohr fast bis auf den Boden von F' reicht. 

Arbeitsmethode. Nach sorgfaltigem Waschen der Apparatur mit Alkohol 
und dann sterilem Wasser wird die sferilisierte und beimpfte Nahrlésung 
in der Petri-Schale auf den Glastisch in #’ gebracht, die Apparatur ge- 
schlossen und die Luft durch das gewiinschte Gasgemisch verdrangt, unter 
Offnen der Hahne in A und D. 50cem normale NaOH werden durch den 
Tropftrichter auf den Boden von F eingebracht. Rohr A wird an eine 
Gasbiirette angeschlossen, die das gewiinschte Gas (in diesem Falle Sauer- 
stoff) enthalt. Die ganze Apparatur wird bei konstanter Temperatur von 25° 
gehalten. Nach 24 Stunden wird der Sauerstoffverbrauch an der Gas- 
biirette abgelesen und dann die NaOH durch Rohr PD abgelassen. Die CO, 
wird durch Titration eines aliquoten Teiles der NaOH mit HCl und BaCl, 
bestimmt. Der Zucker- und Sauregehalt werden in einer 2-cem-Probe 
bestimmt, die mittels Pipette und einem kurzen Stiick Cummischlauch 
durch Rohr B aus der Nahrlésung entnommen wird. Der Apparat wird 
mit frischer NaOH ausgewaschen, die durch den Tropftrichter eingelassen 
und durch Rohr D wieder abgelassen wird. Dann werden 50 cem NaOH 
eingelassen und nach 24 Stunden die Bestimmungen wiederholt. 

Nachdem die Pilzdecke entwickelt ist, wird die Nahrlésung durch 
Rohr B abgezogen, 50 cem steriles Wasser eingefiillt und 24 Stunden lang 
unter der Pilzdecke belassen. Nach nochmaligem Waschen mit sterilem 
Wasser wird Nahrlésung II eingefiihrt und die obigen Beobachtungen 
wiederholt. 

Versuche. 
I. Neutrales Medium. 


In diesen Versuchen wurde das Medium durch Zufiigung von Calcium- 
earbonat neutral gehalten. Der Nahrboden wurde folgendermaBen her- 
gestellt: eine Nahrlé6sung, bestehend aus 

Glucose ...«. . 20% NELNOL. it ea 000% 

Pee & vk ee OE KRHPO,. ....- 002% 


wurde mit Kreide und so viel eines Verfestigungsmittels (gegliihter Kiesel- 
gur oder Saégemehl) gemischt, daB ein fester Nahrboden entstand. Das 
Gemisch wurde sterilisiert, mit einer Suspension von Sporen von Asper- 
gillus niger geimpft und mehrere Tage bei 25° kultiviert. Am Ende des 
Versuchs wurde die Kultur mit heiBem Wasser extrahiert und im Extrakt 
der Gehalt an Calciumgluconat bestimmt. Im Riickstand von der Extrak- 
tion wurde, wie in voriger Arbeit beschrieben, die Menge des noch vor- 
handenen Carbonats ermittelt und dann Citronenséiure und Oxalsiaure 
quantitativ bestimmt. 

Versuch 1. Aus 20 cem Nahrlésung, 2 g Kreide und gegliithtem Kieselgur 
wurde ein fester Nahrboden hergestellt und dieser beimpft. Die Kultur 
wurde in Apparatur I 12 Tage bei 25° gehalten. Im Versuchsraum und in 
der Gasbiirette Sauerstoff. 


: CO, . ' a = 
Der RQ. = 2? — 1,08. Nach dem Versuch noch vorhandene Kreide: 0,7 g. 
QO, 
Also durch organische Saéuren zersetzt: 2 0,7 = 1,32 


entsprechend 0,58 g CO, (CQ, x). 
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Tabelle des Gasstoffwechsels. Also sind 1,33 — 0,58 
= 0,752 CO, veratmet. 
Tage Qe Nerraneh Cor Rae: | Pilewachetam a. 
COg, ang 
1—2 0 0 
3 105 100 Weibe Pilzdecke Im Gargut wur- 
4 109 105 den gefunden: 
5 120 115 Volle Besporung 1,1 g Gluconsaure 
6—7 150 145 os Se dit Clini 
8 59 65 24,5°, der Glucose 
i) 40 45 0,27 g Oxalsaéure 
10 40 40 = 6,8°, der Glucose. 
1 10 25 Die Bestimmung 
12 0 25 der verschiedenen Quel- 
Summe: 615 ¢cem Og 665 len, aus denen die ent- 


= 1,38 ¢C0, wickelte CO, stammt, 

ergibt, dap in diesem 

Versuch etwas weniger als die Halfte des Gasstoffwechsels durch die Sdure- 
bildung, etwa zwei Drittel durch Veratmung bedingt sind. 

Versuch 2. Der 

feste Nahrboden  be- 

stand aus: 50 ccm 


Tabelle des Gasstoffwechsels. 





Tag 0,-Verbrauch CO.-Entw. : cecil v2 ~ “ey 
-_ cem reduziert ecm reduz. vinetaeeenionss Nahrlésung, 4 ¢ Krei- 
de, Sagemehl. Geimpft 
3 110 195 WeiBe Pilzdecke ™t Aspergillus niger. 
4 850 390 Kultur 9 Tage bei 25°. 
5 115 135 Volle Besporung Im Versuchsraum und 
6—7 75 80 Gasometer Sauerstoff. 
8 0 25 ° 
9 0 30 RQ. = 1,2. 
es ciate Durch organische 
Summe: 659 ecm 0; (85 ae “ei 
? aphasia Sauren zersetzte Krei- 


1,55 ¢ CO, 
, de: 2,7 g, entsprechend 


1,19g¢ CO,. Also sind 1,55 --- 1,19 = 0,36 g = 185 cem CO, veratmet. 
dg *h: Y or 
Danach COs, 0.36 
—— — —- — 03. 
COg¢ 1,19 
Im Gargut wurden gefunden: 
a) 1,2 g Glucose. Also sind 10 — 1,2 = 8,8 g Glucose vergoren. 
b) 6,5 g Gluconséure = 75° des zersetzten Zuckers (entsprechend 5,9 g 
Zucker). 
c) 0,28 g Citronensaure = 3°, des zersetzten Zuckers (entsprechend 0,65 g 
Zucker). 
Zur Bildung! von 
6,5 g Gluconséure aus Glucose sind 385cem O, 
0,28 g Citronenséure aus Glucose sind 155 ,, Oy, 
Summe: 540 cem O, 
erforderlich. 


' Dies unter Annahme des in voriger Arbeit gegebenen Schemas. 
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Es sind also 650 — 540 = 110cem O, zur ,,Veratmung* verbraucht. 

Diese Ergebnisse zeigen, daB, obwohl ein geringer Abbau zu Citronensdure 
stattgejunden hat, der Hauptprozeh die Oxydation zu Gluconsdure ist. Der 
gréBere Teil des Gasstoffwechsels ist durch Sdurebildung bedingt, wdahrend 
»Veratmung nur fiir etwa. 3%, der verbrauchten Glucose bzw. etwa ein 
Sechstel des Gasstoffwechsels als Ursache zu betrachten ist. 

Zwei Kontrollversuche wurden ausgefiihrt wie folgt: 


” 


Versuch 3. Der Gas- 
stoffwechsel wurde hier, 
wie im Versuch 2, verfolgt, 


Tabelle des Gasstoffwechsels. 





Tage | O2-Verbranch | CO,-Entw. Pilzwachstum 
das Hauptinteresse wurde cem reduziert ccm reduz. 
auf die Bestimmung des 
Quotienten CO, ,/COg, 3 390 355 
gelegt. Es wurde nur die 4 240 260 Weibe Pilzdecke 
Gesamtmenge an Saure 3 69 90 4 
bestimmt, ohne daB die ; a Volle Besporung 
Sauren isoliert wurden. 8 0 25 


Nahrboden und Kultur  g_43 45 50 
wie in Versuch 2. Kultur- 14 0 20 


dauer 14 Tage. ; a - 
e Summe: 770 880 


RQ. = 1,14. 1,72¢g 


Durch organische Séuren zersetzte Kreide: 3,1 g, entsprechend 1,36 g 
CO,. Also sind 1,72 — 1,36 = 0,36 g CO, veratmet. 


Danach COs, 0,36 


OO, = 136 0,27. 

In diesem Versuch ist die Menge der durch Saure zersetzten Kreide 
um ein geringes gréBer als im vorigen Versuch, woraus sich der etwas kleinere 
Wert fiir CO, ,/CO,, erklart. Der Unterschied ist immerhin so gering, 
daB die Saurebildung als ahnlich in beiden Versuchen angenommen werden 
kann. 


Versuch 4. Ein Nahrboden, identisch mit dem in Versuch 2, wurde mit 
derselben Aspergillus niger-Kultur beimpft und 9 Tage bei 25° in einem 
gewohnlichen Kolben mit Watteverschlu8 kultiviert. 

Die Isolierung der Sauren und die quantitativen Bestimmungen wurden 
wie in Versuch 2 ausgefiihrt. Durch organische Saéuren zersetzte Kreide: 
3,07 g, entsprechend 1,35 g CO. 

* Im Gargut wurden folgende Produkte gefunden: 

a) 1,4g Glucose. Danach sind 8,6g Glucose wahrend der Garung 
verbraucht. 

b) 5,6 g Gluconséure = 65° des verbrauchten Zuckers. 

Diese Versuche berechtigen zu der Annahme, dafi die besonderen im Apparat 
herrschenden Verhdiltnisse den normalen Stoffwechsel von Aspergillus niger 
nicht verdndern. 

II. Saures Medium. 

In dieser Versuchsreihe wurden die wahrend der Garung auftretenden 
Sauren nicht neutralisiert. Die verwendeten Pilze waren Staémme von 
Aspergillus niger, die unter den Versuchsbedingungen nur Citronenséure, 

Biochemische Zeitschrift Band 274. 297 
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wenn auch nur in geringem Mae, bilden. Zwei Nabrl6sungen wurden ver- 
wendet. Die Zusammensetzung der ersten Lésung war: 


Line i eee ck Sk ke ek ek tw ec ae 2 
Ammoniumnitrat. ......... 0,075g 
8 eae RRR ar reem mn 
i” ee ae ew a ame Me 
Die Zusammensetzung der zweiten Lésung war: 
Lésund ii; one a ce eh oe 
oS a ne a me 


Die Pilze wurden auf der ersten Lésung entwickelt, bis sich eine volle 
Decke gebildet hatte. Dann wurde Lésung I abgezogen und durch steriles 
Wasser ersetzt, welches nach 24 Stunden ebenfalls abgezogen wurde. Dann 
wurde Lésung II eingefiillt. 

Zu diesen Versuchen wurde die Apparatur II verwendet. 


Versuch 1. 50 cem der Lésung I wurden in einer Petri-Schale sterilisiert 
und mit Aspergillus niger beimpft. 


Tabelle des Gasstoffwechsels. 





Tage O2-Verbrauch C Oo-Entw. RQ. Pilzwachstum 
eem reduziert ecm reduziert 
2 25 45 + (1,8) Weibe Decke 
3 215 200 0,93 Beginnende Besporung 
4 235 210 0,89 
5 175 190 1,07 Volle Besporung 
6 235 195 0,83 
7 200 180 0,9 
8 230 205 0,89 
9 | 275 220 0,8 
10 | 185 175 0,95 
11 65 55 0,85 
12 40 55 1,35 
13 40 35 0,9 
14 . 30 30 1,0 
Summe: 1950 1795 
= 8.48 g 


In diesem Falle wurde die Saure erst am Ende des Versuchs bestimmt, 
nicht taglich. Kultur 14 Tage bei 25°. Im Versuchsraum und Gasometer 
Sauerstoff. 

Die Kultur wurde am Ende des Versuchs im Dampf sterilisiert, die 
heiBe Lésung von der Pilzhaut abfiltriert und sorgfaltig mit heiBem Wasser 
nachgewaschen. 

Die Lésung wurde in zwei gleiche Teile geteilt. In dem einen Teil wurde 
durch Titration mit n/10 NaOH das Saureaéquivalent bestimmt, in dem 
anderen der Restzucker durch Titration nach Schoor/. 

Durchschnitt der Einzelrespirationsquotienten : 


RQ. = 0,92. 
Das Saureaquivalent fiir die gesamte Lésung war 2,2 cem n/10 NaOH. 
Noch in der Lésung vorhandener Zucker: 3,5 g. Also 7,5 — 3,5 = 4 g¢ Zucker 


verbraucht. 
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Das Saureadquivalent entspricht 0,16 g Citronenséure = 4%, des ver- 
brauchten Zuckers. Trockengewicht der Pilzdecke 1,1 g. 

Nach Tamia (1. ¢.) sind etwa 1,5 g Kohlenhydrat zur Bildung von 1 g 
Pilzkérper erforderlich. Also sind 1,65 g Zucker zum Aufbau des Pilzkérpers, 
d.h. etwa ein Drittel des gesamten zersetzten Zuckers verbraucht. 

Die 0,16 g Citronenséure sind aus etwa 0,2 g Glucose unter Verbrauch 
von 75cem O, und Entwicklung von 50 cem CO, gebildet. 

Da 4g Zucker verbraucht sind, so sind 4— (1,65 + 0,2) = 2,1l5¢ 
Zucker veratmet. 

In dem Falle dieses Pilzstammes sind die vorwaltenden chemischen 
Prozesse: Verwendung des Nahrstoffes zum Aufbau des Pilzkérpers und 
Veratmung. Die Sdurebildung ist duBerst gering. Der Gasstoffwechsel wird 
von der Veratmung beherrscht. Der RQ. weicht nur wenig von 1 ab. 

Versuch 2. Dieser Versuch wurde unter denselben Bedingungen wie 
der vorige angesetzt, nur wurde ein anderer Stamm von Aspergillus niger 
benutzt, der von friiheren Versuchen her als besserer Séurebildner be- 
kannt war. Am neunten Tage wurde Lésung I abgezogen und 50 cem 
steriles Wasser unter die Pilzdecke gegeben. Am zehnten Tage wurde das 
Wasser abgezogen und 50cem Lésung II eingefiillt. Von Zeit zu Zeit 
wurden Proben der Lésungen entnommen und ihr Sauregehalt mittels 
n/10 NaOH bestimmt. 


Tabelle des Gasstoffwechsels. 





Oo-Verbrauch 0 ,-Entw. 5cem Lisung 





Tage | eem reduziert |cem reduz.| = ccm n/10 RQ. Pilzwachstum 
NaOH 
1—2 — -- 
3 65 65 2,9 1,0 | Weibe Decke 
4 90 90 1,0 | 
Lé I 5 140 120 0,86 
— 6 85 60 0,7 | Volle Besporung 
7 95 65 0,69 
8 130 95 0,73 
9 130 110 2,6 0,85 
Steril. Wasser 10 170 150 0,5 0,91 
11 270 180 4,35 0,67 
12 380 255 0,67 
13 100 90 7,9 0,9 
Lisung II 14 215 125 7,5 0,58 
15 5D 55 1,0 
16 55 45 0,82 
17 75 70 8.0 0,93 
Summe: 2055 1580 


3,09 2 


Der Durchschnitt der taglichen Respirationsquotienten der Lésung I 
ist 0,82, der Lésung II 0,71. Das Saéureaiquivalent der ganzen Lésung I 
war am 17. Tage 80 ccm n/10 NaOH, entsprechend einer Menge von 0,58 g 
Citronenséure = 7,9°%, der Gesamtglucose in Lésung Il. Aus der Halfte 
von Lésung II wurden 0,28 g Citronensaure isoliert. Die ganze Lésung 
enthielt danach 2 .0,28 = 0,56 g Citronensiure. Diese Menge kommt der 
durch Titration bestimmten Séuremenge so nahe, daB man sagen kann, 
es ist als einzige Saure Citronensaure von dem Pilz gebildet worden. 


Q7* 
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Zur Bildung von 0,58 g Citronensaéure miissen 0,7 g Zucker verbraucht 
sein, zugleich mit einem Verbrauch von 270 cem O, und einer Entwicklung 
von 180 cem CO,. Die Séurebildung beansprucht danach nur einen geringen 
Teil des Gesamtgasumsatzes (etwa 10°), und daraus ist zu schlieBen, daB 
auch hier ein erheblicher Teil des Kohlenhydrats verbrannt ist. 

In der ersten Lésung war die Saurebildung ebenso gering wie in Ver- 
such 1. Die Respirationsquotienten sind meist nur wenig kleiner als 1. 
In der zweiten Lésung ist die Saurebildung héher und die Respirations- 
quotienten niedriger (niedrigster Wert 0,58). Am Ende des Versuchs, wo 
die Saéurebildung nachlaBt, naéhern sich die Respirationsquotienten wieder 
dem Wert 1. 


” 


Versuch 3. Um eine niedrigere Veratmung zu bewirken, als sie in den 
vorigen Versuchen beobachtet war, wurde in diesem Versuch der Pilz zuerst 
in der tiblichen Weise entwickelt (5 Tage), dann aber wurde der Gasstoff- 
wechsel des Pilzes 10 Tage lang gedrosselt. Dies geschah durch Abstellen 
der Sauerstoffzufuhr und Entfernen der NaOH aus dem Apparat. Auf 
diese Weise wurden ahnliche Bedingungen geschaffen wie sie Raistrick und 
Mitarbeiter (lI. c.) als ,,beschrankte Luftzufuhr‘* beschreiben. 

Zweck des Versuchs war, festzustellen, ob unter solchen Bedingungen 
der Pilz nach Wiederherstellung der normalen Verhaltnisse mehr Saure 
produzieren und weniger Material ,,veratmen‘* wiirde. Wie die folgende 
Tabelle zeigt, wurde dieser Effekt nicht erreicht. aber der Pilz zeigt nach 
Wiederherstellung normaler Bedingungen einen bemerkenswert  gleich- 
maBigen Gasstoffwechsel und langsam ansteigende Saurebildung. Die 
experimentellen Einzelheiten sind: 

Vom 1. bis 5. Tage wurde der Pilz unter Normalbedingungen ent- 
wickelt. Vom 6. bis 15. Tage wurde keine frische NaOH, kein Sauerstoff 





Tabelle des Gasstoffwechsels. 





(0,-Entw, | 2cem Lisung : 
2 cem n/l0) RQ. Pilzwachstum 
NaOH 


_ _Oe-Verbrauch ; 
Tage eem reduziert | cem reduz.| = 





| 3 190 165 1,0 0.87 Weibe Decke 
Lésung | 4—5 65 65 1,2 1,0 Beg. Besporung 
| 6—15 400 380 1,0 0,95 Volle Besporung 
Steril. Wasser 16 20 25 0,8 1,25 
17 9) 65 0.5 0,72 
18 80 50 0,7 0.63 
19 8) 60 1,1 0,75 
20 70 50 1,5 0.79 
21 99° 60 1.7 0.67 
22 80 60 1,8 0.75 
23-24 189 120 2.2 0,67 
Lésung II 25 70 60 2. 0,86 
26 80 65 2.4 0.81 
27 70 70 2.5 1,9 
I8—31 345 925 2.8 0.65 
32 100 95 29 0,95 
33 85 65 29 0,71! : 
34 Y5 70 3,0 0,74 
35 95 75 8,0 0,79 | 
Summe: 2275 1820 


— 86¢ 
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zugefiihrt. Am 15. Tage wurde die CQ, in frisecher NaOH absorbiert, O, 
wieder zugelassen. Am 16. Tage wurde Lésung I durch steriles Wasser 
ersetzt. Am 17. Tage wurde das Wasser abgelassen, Losung II eingefiillt. 

Der Gasstoffwechsel und das Saureéquivalent wurden dann taglich 
bestimmt. 

Der Durchschnitt der taglichen Respirationsquotienten der Lésung I 
ist 0,93, der Lésung IT ist 0,74. Am Ende des Versuchs war das Saureaéqui- 
valent von Lésung II = 78 ecm n/10 NaOH, entsprechend 0,57 g Citronen- 
siure = 7,5%, des Gesamtzuckers. Aus der Halfte von Lésung LT wurden 
0,28 g Citronensaure isoliert. Die ganze Lésung enthielt also 0,56 g Citronen- 
siure. Es ist also Citronenséure als einzige Saure gebildet worden. 

Trockengewicht des Pilzkérpers 0,6 g. 

Die Tabelle des Gasstoffwechsels zeigt, da®B in der ersten Lésung, nach 
dem Abstellen der Luftzufuhr, die Saureproduktion zum Stillstand kommt 
und da&8 der RQ. nur wenig von | abweicht. In Lésung II kommt eine, wenn 
auch schwache, so doch stetig ansteigende Saurebildung zur Erscheinung 
und die Respirationsquotienten sind fast durchweg kleiner als 1, im Durch- 
schnitt 0,74. Die Respirationsquotienten sind bei diesem Proze8 niemals 
gréBer als 1. 


Diskussion der Resultate. 


1. Die Untersuchung hat gezeigt, daB in dem einfachen oxydativen 
Proze8 der Gluconsaurebildung der verbrauchte Sauerstoff praktisch 
vollstandig zur Saurebildung verwendet wird und daB die entwickelte 
CO, gréBtenteils aus der Einwirkung der organischen Sauren auf das 
Calciumcarbonat stammte. Dies war die Hauptquelle fiir die CO,, 
gegen welche die ,,Veratmung“, d.i. véllige Verbrennung organischen 
Materials zu CQ,, zuriicktritt. 


Die Saurebildung bedingt auch einen gréBeren Gas- und Stoff- 
umsatz als der Aufbau des Pilzkérpers. In den giinstigsten Fallen war 
der Gasstoffwechsel der Saurebildung etwas tiber dreimal so groB als 
diejenigen der Veratmung und des Pilzaufbaues zusammen: CO, 4 COs 

0,3 (Versuch 2). 

Laufen dagegen neben der Gluconsaurebildung noch Abbau- 
prozesse einher (Citronensaure, Oxalsaéure), so stammt, je weiter der 
Abbau fortschreitet, desto mehr CO, aus organischem Material, desto 
weniger aus der anorganischen Quelle der Kreide: CO. 4/COg, = 1,29 
(Versuch 1). (Vgl. auch die noch héheren Werte dieses Quotienten in 
der vorigen Arbeit.) 


Dies zeigt, wie es auch andere Forscher betont haben?!, daB im 
Gegensatz zur Gluconsaurebildung der Abbau von Kohlenhydraten zu 
Citronensiure und QOxalsdiure keine einfachen oxydativen Prozesse 
darstellen, sondern als kompliziertere, unter verschiedentlicher Auf- 
spaltung und CO,-Abspaltung verlaufende Vorgange anzusehen sind. 


' K. Bernhauer, Die oxydativen Garungen, 8. 61. 
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In allen Versuchen auf neutral gehaltenem Medium ist der RQ. 1, 
oder wenig verschieden von 1. Eine Kontrollkultur in gewéhnlichem 
Kolben mit WattestopfenverschluB diente dazu, den méglichen Einwand 
zu priifen, daB durch die Kultur in reiner Sauerstoffatmosphire, 
frei von CQ,, kiinstliche Bedingungen geschaffen wirden, unter denen 
der normale Stoffwechsel verandert sein kénne. Die Kontrollkultur 
zeigte aber, daB unter den Bedingungen in der Apparatur der Stoff- 
wechsel in der gleichen Weise ablauft wie unter normalen atmosphari- 
schen Bedingungen. 


2. Zum Studium der Citronenséurebildung im sauren Medium 
wurde ein Stamm von Aspergillus niger benutzt, der nur Citronensaure, 
wenn auch nur in geringem MaBe, produziert. Das auffallendste Merkmal 
dieses Prozesses war, daB der Gasumsatz bedeutend héher war als sich 
aus der produzierten Sauremenge ableiten ]4Bt. Der Gasumsatz ist 
so hoch, daB der gréBte Teil des nicht zur Saurebildung verbrauchten 
Kohlenhydrats véllig verbrannt sein muB. Etwa zehnmal soviel CO, 
stammt aus Totalverbrennung als aus Citronenséurebildung. 


Obgleich also die Saurebildung nur einen kleinen Teil des Gas- 
umsatzes beherrscht, beeinfluBt sie doch die Art des Gasstoffwechsels 
weitgehend. Bei minimaler Saurebildung weicht der RQ. kaum von 1 
ab; sobald aber erheblichere Saurebildung eintritt, sinkt der RQ. meist 
auf Werte, die 0,7 naheliegen, um sich bei nachlassender Saéurebildung 
wieder dem Wert 1 zu nahern. Dabei sind die Differenzen zwischen 
Sauerstoffverbrauch und CQ,-Entwicklung bedeutend gréBer, als sich 
nach der GréBe der Séurebildung erwarten lieBe. Der Gasstoffwechsel 
ist also auch hier von der Saurebildung abhangig, aber die genauen 
Beziehungen sind noch nicht klar zu iibersehen. In diesen Versuchen 
war der RQ. nie héher als 1. Diese Beobachtung stimmt mit den Be- 
funden von Molliard und von H. Wieland iiberein, steht aber im Wider- 
spruch zu den Ergebnissen Raistricks. Es kann noch nicht ausgesagt 
werden, worauf diese Verschiedenheit beruht. 


Fiir die geschilderten Versuche hat sich die oben beschriebene 
Apparatur als niitzlich erwiesen, da in ihr wahrend des Versuchs die 
Saurebildung und der Gasstoffwechsel periodisch verfolgt werden 
konnten, bei Verwendung einer so groBen Materialmenge, dag am 
Ende des Versuchs die chemische Erfassung der Umsatzprodukte leicht 
méglich war. 


Zusammenfassung. 


1. Der Einflu8 der Saéurebildung auf den Gasstoffwechsel von 
Aspergillus niger wird an den Beispielen der Gluconsaure- und Citronen- 
sdurebildung untersucht. 
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2. In einem durch Carbonat neutral gehaltenen Medium ist der 
Respirationsquotient, CO, O, = 1 oder wenig verschieden von 1. Das 


veratmete CO, 


Verhaltnis zeigt einen sehr niedrigen 


aus Carbonat frei gemachte CO, 
Wert bei reiner Gluconsaurebildung. Bei hinzutretender Citronensaure- 
oder Oxalsaiurebildung nimmt es erheblich héhere Werte an. Danach 
ist die biologische Gluconsdurebildung ein rein oxydativer ProzeB, 
wahrend die Bildungsweisen der anderen Saéuren kompliziertere Abbau- 
und Spaltungsprozesse darstellen. 

3. Im nicht neutral gehaltenen Medium fallt der Respirations- 
quotient zugleich mit eintretender Saurebildung auf Werte kleiner als 1, 
im Durchschnitt auf etwa 0,7; bei nachlassender Saurebildung nahert 
er sich wieder dem Wert 1. 

4. Die periodische Verfolgung der Saurebildung, des Sauerstoff- 
verbrauchs und der CO,-Entwicklung geschah in einer fiir diesen Zweck 
geschaffenen Apparatur. 

Es sei mir auch an dieser Stelle gestattet, Herrn Professor Dr. H. Liiers 


fiir sein groBes Entgegenkommen und fiir sein hilfreiches Interesse an dieser 
Arbeit meinen ehrerbietigen Dank auszusprechen. 








Vorkommen von organischen Basen 
besonders von Cadaverin in Kartoffelknollen. 


Von 
Kiyohisa Yoshimura. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Kagoshima, Japan.) 


(Eingegangen am 5. September 1934.) 


Aus den Kartoffelwurzelknollen wurden bisher folgende organische 
Basen isoliert: Solanin, Cholin, Trigonellin, Arginin, Lysin, Histidin!', 
Xanthin, Hypoxanthin, Guanin®. Wir konnten aus Kartoffelwurzel- 
knollen, die auf dem Acker der landwirtschaftlichen Hochschule zu 
Kagoshima gewachsen waren, Adenin, Histidin, Arginin, Trigonellin, 
Cholin und Cadaverin abscheiden. Betont sei, daB hier Cadaverin 
zum ersten Male erhalten wurde. Denn Cadaverin entsteht gewohnlich 
durch Spaltung von Lysin und ist manchmal bei Faulnis tierischer und 
vegetabilischer EiweiSkérper gefunden, in den héheren Pflanzen ist es 
nur von Sasaki® in Sojabohnenkeimptlanzen beobachtet. 


Analysen der Kartoffelproben. 


NN 65, Ne a LR oe reaps 5 ee oie te 77,617 % 
non DeGAIAD 6 6 obo 2 Shee a es eet ee ot ERI 
In 100 Teilen frischer Substanz: 
IEE, 66. es ks oe eek ed ee oe | 
TS) gh gin ele 'G eng ah lintel ig tas Sgn ee ne 0,204 °, 
PIUSHOCIWOLANMOMAUGIE 5 5 eee ee ew ee 8k we 0,113 % 
davon Ammoniakstickstoff .............. £9,004% 
durch Phosphorwolframsaure faillbarer Stickstoff. . 0,038 °, 
Stickstoff in anderer Form. .......... £90,071% 
In 100 Teilen Trockensubstanz: 
Pe ee ner i ee ee 1.416%, 
RI A ety a ecg wean Se tr ae cee oe 0,913 %, 
SIU gy a ang 0,503 % 
davon Ammonieketicketoi . ....6:+8-+ cee eevee 0,017 % 
durch Phosphorwolframsiure fallbarer Stickstoff . .  0,170% 
Stickstoff in anderer Form... .....4..-. 0,316 % 
1 EB. Schulze, Landw. Versuchsst. 59, 331, 1904. — ? E. Schulze u. 
Boszhard, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 420, 1886. — * J. of the Agri- 


cultural Chem. Soc. of Japan 9, Nr. 2, 1933. 
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Gesamtstickstoff als 100: 


CGeRUEMIONOONE gc SEI Eee wwe ws ce eS 
TRGNIE sbi pe ce 2 eae EO ee a RRS 
PRA eE I OREIONORE o> 6. Sis aes ee re se eke wo SRD 
davon Ammoniakstickstoff Se 1.2% 


durch Phosphorwolframsaure fallbarer Stickstoff . .  12,0% 
Stickstoff in anderer Form. .......... 22,38% 
20kg gehackte frische Substanz wurden erst ausgepreBt und mit heiBem 
Wasser zweimal extrahiert; die gesamten Ausziige wurden mit Bleiessig 
gefallt. Das Filtrat davon wurde mit Schwefelsaéure entbleit, auf ein passen- 
des Volumen eingeengt und dann mit Phosphorwolframsaure gefallt. 
Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde in bekannter Weise mit 
Barythydrat zerlegt. Die so erhaltene stark alkalische Fliissigkeit wurde 
in folgende drei Fraktionen geteilt. 


I. Silbernitratniederschlag (Purinbasen-Fraktion). 


Die freie Basen enthaltende Fliissigkeit wurde erst unter geringem 
Druck eingeengt, mit Salpetersiure neutralisiert, und dann mit Silbernitrat- 
lésung versetzt, wobei ein dunkelbrauner Niederschlag entstand. Nach 
Zerlegung desselben mit Salzsiure wurde das Filtrat auf ein kleines Volumen 
eingeengt; dabei schieden sich einige Kristalle aus. Die so gewonnenen 
Kristalle des Chlorids wurden in das Chloraurat und Pikrat iibergefiihrt; 
beide waren die typischen Adeninderivate. 

Das Pikrat bestand aus hellgelben, seidenglanzenden Nadeln, die sich 
gegen 280° schwarzten und zersetzten. 

Das Chloraurat bestand aus gelben Saulen mit dem Schmelzpunkt 262°. 

0,1894 g Substanz ergaben 0,0898 g Au. 

(C;H;N,;.2 HCl. AuCl,.H,O). Ber.: 47,35% Au; gef.: 47,41°, Au. 

Bei ungefahr halbstiindigem Erwarmen von etwas Chlorid mit Zink 
und Salzsiure im Wasserbad trat eine voriibergehende purpurrote Farbung 
auf; beim Ubersattigen mit Natronlauge entstand eine charakteristische 
Rotfarbung, die spater in eine braunrote iiberging. 


II. Silbernitrat- und Barythydrat-niederschlag (Arginin-Fraktion). 


Das Filtrat vom obenerwahnten Silbernitratniederschlag wurde mit 
Silbernitrat und Barythydrat in geringem UberschuB versetzt, wobei 
ein dunkelbrauner Niederschlag entstand. Er wurde mit Salzsiure und 
Schwefelsiure zerlegt, dann wurde mit Phosphorwolframsiure gefillt; der 
Phosphorwolframséureniederschlag wurde wieder mit Barythydrat zer- 
setzt. Die so gewonnene stark alkalische Fliissigkeit wurde mit Kohlen- 
sdure gesittigt und mit konzentrierter Sublimatlésung versetzt, wobei eine 
geringe Menge eines weiBen Niederschlags ausfiel. 


a) Quecksilberniederschlag (Histidin ). 

Der Quecksilberniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt ; 
das Filtrat davon wurde stark konzentriert und im Vakuumexsikkator 
belassen; es schieden sich keine Kristalle aus. 

Aus der Tatsache, da8 mit einer alkalischen Lésung von Diazobenzol- 
sulfosiure die Paulysche Reaktion eintrat, darf man jedoch auf Histidin 
schlieBen. 
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b) Filtrat vom Quecksilberdoppelsalzniederschlag 
(Arginin ). 

Das Filtrat der Quecksilberfallung wurde durch Schwefelwasserstoff 
vom Quecksilber befreit, eingeengt, dann nach Entfernung des Chlors mit 
Silbernitrat ins Nitrat tibergefiihrt, wobei sich aber keine Kristalle aus- 
schieden. Nun wurde kohlensaures Kupfer hinzugegeben und gekocht, 
wobei die der Argininverbindung eigentiimliche dunkelblaue Farbe auftrat. 


III. Filtrat vom Silbernitrat- und Barythydrat-niederschlag 
(Lysin-Fraktion). 


Nach Entfernen von Silber und Barium durch Salzsiure und Schwefel- 
siure wurde das Filtrat vom obenerwahnten Silbernitrat- und Baryt- 
hydrat-niederschlag wieder mit Schwefelséure angesduert, eingeengt und 
dann mit Phosphorwolframséure gefallt. Dieser Phosphorwolframsaure- 
niederschlag wurde wieder in bekannter Weise mit Barythydrat zerlegt. 
Die so gewonnene freie Basen enthaltende Fliissigkeit wurde mit Salzsaiure 
angesduert, stark eingeengt und dann im Vakuumexsikkator aufbewahrt. 
Der Riickstand wurde in absolutem Alkohol aufgenommen und in folgende 
zwei Fraktionen geteilt. 


A. Die in absolutem Alkohol schwerlésliche Fraktion 
( Trigonellin ). 

Da dem in absolutem Alkohol unléslichen Chlorid stets anorganische 
Salze beigemengt sind, so wurde erst diese Fraktion in absolutem 
Methylalkohol aufgenommen, um die unldéslichen anorganischen Salze 
zu entfernen; Ausbeute 0,2 g. Das Chlorid wurde in folgende Derivate 
iibergefiihrt : 

Das Pikrat: Gelbe Nadeln, Schmelzpunkt 199°. 
Das Chloraurat: Gelbe Saéulen, Schmelzpunkt 200°. 
0,1474 g Substanz ergaben 0,0608 g Au. 
(C,H,NO,.HCl.AuCl,). Ber.: 41,33% Au; gef.: 41,25% Au. 
Das basische Chloraurat: Gelbe Saulen, Schmelzpunkt 187°. 
0,1200 g Substanz ergaben 0,0448 g Au. 
(C;H,NO,),.3 HCl. AuCl,). Ber.: 37,72% Au; gef.: 3733% Au. 


B. Die in absolutem Alkohol leichtlésliche Fraktion 
(Cadaverin und Cholin). 


Die alkoholische Lésung wurde mit gesattigter, absolut-alkoholischer 
Sublimatlésung versetzt, wobei ein starker weiBer Niederschlag ausfiel. 
Er wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat davon wurde 
eingeengt und blieb im Vakuumexsikkator stehen, wobei eine hygro- 
skopische Kristallmasse von Chlorid gewonnen wurde. Diese Kristalle 
wurden erst im Vakuumexsikkator véllig abgetrocknet, dann in abso- 
lutem Alkohol aufgenommen, wobei sie in folgende zwei Anteile zerlegt 
wurden. 


a) Das in absolutem Alkohol unlésliche Chlorid. 


Weil dieses Chlorid hygroskopisch war, wurde es in Chloraurat iiber- 
gefiihrt; Ausbeute 0,3g. Das Chloraurat wurde sodann mit H,S zer- 























legit. 
dargestellt. 
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Aus dem so erhaltenen Chlorid wurden das Pikrat und Chloraurat 


Das Chloraurat bildet gelbe Saulen, Schmelzpunkt 234°. 

0,0935 g Substanz ergaben 0,0470 g Au. 

(C;H,,N,.2HCl.2AuCl,). Ber.: 50,38% Au; gef.: 50,27% Au. 
0,1472 g Substanz ergaben 0,0736g¢ Au. 

(C;H,,N,.2HCl.2 AuCl,). Ber.: 50,389, Au; gef.: 50,00° Au. 
Das Chlorplatinat bestand aus orangegelben Saéulen, Schmelzpunkt 238°. 
0,1580 g Substanz: 0,0608 g Pt. 

(C;H,,N,.2 HCl. PtCl,). Ber.: 38,06% Pt; gef.: 38,48% Pt. 

Das Pikrat bestand aus gelben Siéulen, Schmelzpunkt 224°. 


b) Das in absolutem Alkohol leicht lésliche Chlorid. 


Diese Substanz wurde aus wasseriger Lésung umkristallisiert, wobei 


stark hygroskopische farblose Nadeln gewonnen wurden. 


Chloraurat: Gelbe Blaittchen, Schmelzpunkt 243°. 

0,2384 g Substanz ergaben 0,1056g Au. 

(C;H,,NO,Cl. AuCl,). Ber.: 44,49°% Au; gef.: 44,30% Au. 
Pikrat: Gelbe Saéulen, die sich im Kapillarrohr bei 240° zersetzten. 


Aus 20 kg frischer Substanz wurden folgende N-Verbindungen 


isoliert: Adenin (als Pikrat) 0,2 g, Histidin (vorhanden), Arginin (vor- 
handen), Trigonellin (als Chlorid) 0,2 g, Cadaverin (als Chlorid) 0,1 g, 
Cholin (als Chloraurat) 0,5 g. 


Zum SchluB méchte ich Herrn 7’. Jwata fiir seine Hilfe bei dieser Arbeit 


besten Dank aussprechen. 








Potentiometrische Versuche 
iiber die Bildung des Girungsreduktans. 


Von 
Fritz Lipmann. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsbergstiftung, Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 12. Oktober 1934.) 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit (1) wurde iiber Potentialmessungen 
in girendem Mazerationssaft berichtet. Dort war darauf hingewiesen 
worden, daB die in Sauerstoff meBbaren Potentiale in der Weise ge- 
deutet werden miissen, daB an der Elektrode das Potential eines Uber- 
tragers zwischen Sauerstoff und Géarungsreduktans gemessen wird. 
Derartige Potentialmessungen bei konstantem Sauerstoffdruck erwiesen 
sich als besonders geeignet, die Reduktionserscheinungen bei der Garung 
zu verfolgen. Es ergibt sich aus der kiirzlich von O. Warburg (17) ent- 
wickelten Theorie des stationaéren Zustandes, daB in einem derartigen 
System das Potential des Ubertragers bei konstantem Sauerstoffdruck 
durch die Konzentration des Garungsreduktans bestimmt wird. Mdég- 
licherweise ist unter Garungsreduktans eine Mischung von Stoffen zu ver- 
stehen. Das oxydierende System der Garung, das ja infolge des Auftretens 
von Alkohol wahrend der Garung in seiner reduzierten Form mit dem 
Indikator reagieren kénnte, wurde experimentell ausgeschlossen. Bei 
den hier vorkommenden Alkoholkonzentrationen ist die Reaktion mit 
dem Indikator so geringfiigig, daB sie gegeniiber der Wirkung des oder 
der phosphorylierten Systeme vernachlassigt werden kann. DaB nicht 
zum Garungskomplex gehérige Systeme unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen ohne EinfluB auf das Potential sind, ergibt sich daraus, 
daB vor der Zugabe der Substrate im Bereich der benutzten Indikatoren 
stabile Potentiale iiberhaupt nicht auftreten. 

Mit der in friiheren Arbeiten (1) genauer beschriebenen Methodik 
wurden im Mazerationssaft bei Durchleiten eines konstanten Luft- 
stromes in Gegenwart von Thionin oder Methylenblau unter ver- 
schiedensten Bedingungen Potentialkurven aufgenommen. Es war 
hierbei nicht beabsichtigt, quantitative Messungen anzustellen, sondern 
nur aus dem allgemeinen Kurvenverlauf (Steilheit, Richtung, Niveau- 
bildung) die Bildungsgeschwindigkeit und die Bildungsbedingungen 
des reduzierenden Systems der Garung genauer kennenzulernen. In 
einer vorhergehenden Arbeit wurde auf eine Schwierigkeit bei der 
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Beurteilung der Kurven hingewiesen, namlich die Anderung des px 
wahrend der Garung. Die Messung der Wasserstoffpotentiale wahrend 
der Garung hatte gezeigt, daB deren Verschiebung sehr genau dem 
Garungsverlauf folgt und sich mit nicht zu groBer Schwierigkeit von der 
Verschiebung durch Reduktion baw. Oxydation des Indikators trennen 
laBt. In unsicheren Fallen wurde die Beobachtung der Farbung zur 
Beurteilung mit herangezogen. Es muB darauf hingewiesen werden, 
daB nach den friiher beschriebenen Messungen wahrend der Garung 
das Potential um 25 bis 30 Millivolt durch px-Verschiebung ansteigt, 
wahrend das Verhaltnis Ox: Red des Farbstoffs, wie bei Beobachtung 
der Farbung zu erkennen ist, angenahert konstant bleibt. In 
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+ Glukose ™m | Stukose 


SRS! Sone 80 


a Faw 
Methylentlau i 








80\— 























60}- f tH 60} 7 
\ J Pn Verschiebung 
WO — i igo W 
0 10 20 30 Min. 0 10 20 % 40 Min. 50 
Abb. 1. Abb. 2. 
Potentialkurve bei gemeinsamem Zusatz Potentialkurve bei Zusatz von Glucose 
von Glucose u. Hexosediphosphorsaure. allein. 


Sofortiger Potentialfall nach Zusatz des 
Substrats. 0,6 cem frischer Mazerations- 
saft, 0,2 cem 1°/g9iges Methylenblau, 
bei ¥ wurden 0,1 cem 20°/ ige Glucose 


Langsamer Potentialfall nach Zusatz 

des Substrats. Ansatz wie Versuch 

Abb. 1, nur unter Fortlassung von He- 
xosediphosphorsaure. 





mit 0,2°9 Hexosediphosphorsiiure zu- 
gesetzt. 


einer Reihe der Kurven wurde die py-Verschiebung eingezeichnet. 
Ks ware méglich gewesen, die py-Verschiebung aus den Kurven zu 
eliminieren, indem die Potentiale auf Wasserstoffpotentiale beim 
jeweiligen py des Extraktes hatten bezogen werden kénnen. Infolge 
der Unmédglichkeit unter jeweils gleichen Versuchsbedingungen das 
Wasserstoffpotential zu messen, muBte jedoch von einem derartigen 
Verfahren Abstand genommen werden. 


In friiheren Versuchen waren absichtlich unter gleichformigen 
Bedingungen Kurven aufgenommen worden. Als Garsubstrat war 
Glucose mit einer kleinen Menge Hexosediphosphorséiure verwendet 
worden. In einem Versuch war auch dort schon gezeigt worden, dab 
der alleinige Zusatz von Hexosediphosphorsaure (siehe spater Abb. 5) 
einen Potentialfall von ahnlicher GréBe und Geschwindigkeit verur- 
sacht, wie der Zusatz von Hexosediphosphorséure + Glucose (Abb. 1). 
Hexosediphosphorsaure wurde aus Candiolin als schwer lésliches 
Bariumsalz nach Neuberg und Kobel (5) dargestellt. In Abb. 2 ist der 
Kurvenverlauf dargestellt, der sich bei alleinigem Zusatz von Glucose 
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zum Extrakt ergibt. Der langsameren Angarung entspricht eine 
langsamer abfallende Potentialkurve. Glucose allein wirkt demnach 
nicht reduzierend, vielmehr wird im Laufe der Angarung langsam 
aus Glucose die reduzierend wirkende Verbindung gebildet. Die 
Kohlensaurebildung beginnt erst, wenn das Potential das Minimum 
erreicht hat. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit schon friiher 
beschriebenen Versuchen tiber das Vorauseilen der Phosphorylierung 
gegeniiber der Kohlenséurebildung im Stadium der Angarung. Zuerst 
wurde dies von v. Euler und Johansson (2) beschrieben, und _ kiirzlich 
wurden von Boyland (3) im Mazerationssaft ausfiihrliche Versuche 
hiertiber angestellt, in denen mit groBer methodischer Genauigkeit 

dieses Vorauseilen der Veresterung bestatigt 
1000, % und eingehend untersucht wurde. Huler und 
vd Luff M yrbdck (4) machten schon vor langer Zeit 
darauf aufmerksam, daB die Phosphory- 
lierung ein energieverbrauchender ProzeB 
ist und nicht von selbst verlaufen kann. Sie 
500 T wiesen darauf hin, daB ein derartiger ProzeB 
durch Koppelung mit  energieliefernden 
Reaktionen erzwungen werden kann, und 





750 oe 














" schlossen auf eine Koppelung zwischen Phos- 

raf ; phorylierung und Oxydoreduktion. Bei der 

0 30 Min. to Gaérung wird jedoch der oxydoreduktive 

Abb. 3. ProzeB erst durch Gegenwart der phospho- 

mente sl dureh_ rylierten Verbindung erméglicht, was erneut 
Sauerstoff. 


0,6cem frischer Mazerationssaftt aus den obigen Versuchen hervorgeht. Der 
Abeeaponedn yn, soe zur Jangsame Potentialabfall im Glucoseversuch 
Le mg Glucose ein- 
gekippt. Das Stickstoffgefas wurde scheint mir darauf zu deuten, daB mit Hilfe 
peat yeaa oo der Energie einer exogenen Reaktion erst eine 
gewisse Konzentration der phosphorylierten 
Verbindung angereichert werden mu, damit die Garung beginnen 
kann. Ganz allgemein bewirken oxydierend wirkende Substanzen 
eine Beschleunigung der Angaérung. Der in Abb. 3 wiedergegebene 
Versuch zeigt, daB sogar schon die Anwesenheit von Sauerstoff 
die Angaérung gegeniber Stickstoff beschleunigt. Ganz kiirzlich 
wurde von Runnstrém und Michaelis (6) eine Koppelung zwischen 
Atmung und Phosphorylierung auch im Hamolysat roter Blutzellen 
beschrie ben. 

Anschaulich laBt sich die Beschleunigung der Bildung des redu- 
zierenden phosphorylierten Systems bei Zusatz eines oxydierend 
wirkenden Farbstoffs durch Messung der Géarungspotentiale nach 
Zusatz von Glucose allein bei verschiedenen Farbstoffkonzentrationen 
zeigen. Ein derartiger Versuch ist in Abb. 4 wiedergegeben. Trotz der 
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viel gréBeren Kapazitat, die zur Reduktion einer zehnfach gréberen 
Farbstoffmenge notwendig ist, wird diese schneller reduziert als die 


kleinere. 





200 
mV 


Glukose 


Uber die beschleunigte Bildung 
von Girungsreduktans aus 
Glucose in Gegenwart von 


Phosphoglycerinsiure. 150 


In Abb. 5 ist eine Potential- 
kurve bei getrenntem Zusatz von 
Hexosediphosphorsaure und 


100 





WH 


Glucose wiedergegeben. Merk- 
wirdigerweise bliebdie Wirkung 
von Hexosediphosphorsaure, die 


Bildung des _ reduzierenden 




















Systems zu beschleunigen, be- pe 
stehen, auch nachdem_ nach re 
kurzdauerndem Potentialabfall 0 
das Potential unter  gleich- 


zeitiger Wiederanfarbung auf 


das Anfangsniveau gestiegen 

+ in ‘ > - 
war. Ubereinstimmend hiermit 
zeigten in Abb. 6 wieder- 


gegebene Garkurven, dab die Beschleunigung 
der Angérung zu mindestens zum Teil auch 
bei lange vorher erfolgtem Zusatz von 
Hexosediphosphorsaure bestehen bleibt. Ins- 
besondere der auBerst steile Potentialabfall 
bei Zusatz der Glucose nach Aufhéren der 
Oxydation der Hexosediphosphorsaure durch 
Thionin (Abb. 5) lieB vermuten, dab die 
hierbei entstehende Verbindung ebenfalls 
eine Wirkung auf die Phosphorylierung der 
Glucose auszuiiben vermag. Nilsson (7) und 
Meyerhof und Kiessling (16) zeigten, daB aus 
Hexosediphosphorséure durch Reaktion mit 
einem Akzeptor Phosphoglycerinséure ent- 
steht. Es war daheran eine derartige Wirkung 
der Phosphoglycerinséure zu denken. Prof. 
Neuberg stellte mir in liebenswiirdigster 
Weise eine Probe analysenreinen Monobarium- 


10 


30 Min. 
Abb. 4. 


Potentialkurven bei verschiedenen Methylenblau- 
Konzentrationen. 

leem 10°/,ige Trockenpulverauflisung, 0,2 cem 

1°/o9iges bzw. 0,1°/o9iges Methylenblau. Bei v 

wurden 0,15ecem 50° oige Glucose einpipettiert. 


100; T 


mV) Hexose- 
aiphosph. 









, Glukose 
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Abb. 5. 
Potentialkurve bei getrenntem 
Zusatz von Hexosediphosphor- 

siure und Glucose. 
0,6eem frischer Saft in 1 ecm 
Gesamtvolumen mit 0,2°/99 Thio- 
nin. Zuerst wurden 0,1 cem 
0,2 °/,iges Hexosediphosphat zu- 
gegeben, spi&ter 0,1 ccm 20°/,ige 

Glucose. 


salzes dieser Verbindung zur Verfiigung. Phosphoglycerinsaéure wird, wie 
Embden und Mitarbeiter (8) in ihren aufschluBreichen Untersuchungen 
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an zerschnittenen Muskeln und Newberg und Kobel (9) an Hefe gezeigt 
haben, in Brenztraubensaure und Phosphat gespalten. Seit langem ist die 
Wirkung der Brenztraubensaure bzw. des daraus entstehenden Aldehyds 
auf die Angérung bekannt. Es wurde daher gleichzeitig die Wirkung 
von Brenztraubenséure untersucht, um festzustellen, ob die Wirkung 
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Abb. 6. Abb. 7. 


Wirkung von Hexosediphosphorsiure 
auf die Angirung bei nachfolgendem 


Potentialkurve bei Phospho- 
glycerinsiurezusatz mit 





Zusatz von Glucose. 0,6 cem frischer nachfolgendem Glucosezu- 
Saft in 1 cem Gesamtvolumen. satz. 

Kurve I: Bei ¥ wurden 0,1 ccm 1cem 10°/oiges Trocken- 
20°/9ige Glucose mit 0,2°/5 pulver, 0,1 com 1°/o9iges 
Hexosediphosphosphorsiure Thionin, bei «a wurden 
eingekippt. 0,1 cem 0,07 mol. phosphor- 

Kurve Il: Bei < wurden 0,1 ecm glycerinsaures Na (py 6,5), 
0,2°/sige Hexosediphosphor- bei V 0,1 cem 30°/,ige Glu- 
saure, bei A0,lecm 20/pige cose einpipettiert. 
Glucose eingekippt. 

, Kurve lll: Bei ¥ wurden 0,1 ecm 


20°/,ige Glucose eingekippt. 


der Phosphoglycerinséure nur eine Wirkung ihrer Spaltprodukte ist. 
In Abb.7 und 8 sind zwei entsprechende Versuche mit Phospho- 
glycerinsdure und Brenztraubensaure dargestellt. In beiden Versuchen 
wurde zuerst die Verbindung, deren Angérungswirkung untersucht 
werden sollte, zugesetzt, darauf Glucose. Der alleinige Zusatz beider, 
Verbindungen zum Extrakt verursacht einen ziemlich raschen Potential- 
anstieg, der auf die Bildung von Aldehyd zuriickzufiihren ist, das das 
Potential in positiver Richtung verschiebt [Lehmann (10)]. Der Zusatz 
von Glucose bewirkt nun im Versuch mit Phosphoglycerinsaure 
(Abb. 7) einen momentanen, sehr steilen Potentialfall. Die Brenz- 


traubensdurekurve (Abb. 8) dagegen steigt nach Zusatz der Glucose 
zunachst kurze Zeit noch gleichmaBig weiter, biegt dann um und 
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sinkt zunidchst langsam, dann schneller beim Ubergang in die 
Garungsphase zum SchluB sehr schnell, entsprechend einer langsam 
einsetzenden, dann progressiv wachsenden Bildungsgeschwindigkeit 
der reduktionsaktiven Substanz. In Abb. 9 sind entsprechende Garungs- 
kurven dargestellt, gleichzeitig wurde die Kohlensaéurebildung, die durch 
die induzierenden Substanzen allein ver- 
ursacht wird, bestimmt. Dem momentanen 





pone ~ 
‘ " ‘ . = i &S 
Potentialfall mit Glycerinséurephosphor- ™/| $$ | 
. ; > : «5 100\- SSP, | 
siure + Glucose entspricht cine sofort mit & % 
nahezu maximaler Geschwindigkeit ein- iy 1 


setzende Garung, dem verzégerten Poten- 
tialfall mit Brenztraubensadure entspricht 
eine wenn auch gegen Glucose allein be- 
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Safren 
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schleunigte, jedoch nicht aufgehobene a 


el aad ’ : 60 } |_ A 
Angarung. Wie die Abbildung zeigt, be- | he 
ginnt der Garanstieg erst nach Aufspaltung rN 
der Brenztraubensaure. | 3 

at “ ig 

In Abb. 10 ist die Angérungswirkung ¥ i= 


von Phosphoglycerinsiure und Hexose- 











diphosphorsaure bei gleichen Konzen- "a0 0 Mn 
trationen nebeneinander dargestellt. Mit 


Abb. 8. 
) : . rePeTinss e eet, ie ‘ar 
Phosphorglycerinséure setzt die Garung atiiitatiins tat Winn, 
wieder mit fast maximaler Geschwindigkeit traubensiiurezusatz mit nach- 


ein, mit Hexosediphosphorsaure durchlauft SETA ENR, 
lie} Garung erst die Periode der Gar Beim ersten Pfeil wurden 0,1 cem 
wane? .deoreabers,.. ¥ —* 0,1 mol. brenztraubensaures Na, 


. . + 
beschleunigung. DaB die Ubertragung beim zweiten Pfeil 0,1 cem 





der an eine organische Verbindung ge- 30°/oige Glucose zugesetzt 
Abb. 9. Lop I 
Vergleich der Angiérung mit Glycerin- 600 t t 
siurephosphorséure und Brenztrauben- mm? 
saure. 
In allen Ansitzen 0,6 ecem frischer Saft 500 


in leem Gesamtyolumen. Zur Zeit 0 
wurden eingekippt: 

Kurve I: 0,2 cem 0,016 mol. Glycerin- 
siurephosphorsaure = 71 cem 
COg, Ol cem 30°) sige 
Glueose. 300 

Kurve II: Wie I. ohne Glucose. 

Kurve III: 0,2e¢em 06,0165 mol. brenz- 


400 














traubensaures Na = 75 ecem 200 
COg, V,leem 30% ige Glu- 
cose. 
. eae x 100 
Kurve IV: Wie III. ohne Glucose. 
Kurve V: Glucose allein. Lf 
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bundenen Phosphorsdure auf eine andere unter Umstanden leicht ge- 
schieht, geht aus den bedeutsamen Befunden von Lohmann (11) iiber 
die Bedingungen der Phosphatabspaltung aus Phosphagen hervor. Die 
Zwischenschaltung der Adenylsiure als Phosphatakzeptor und die Be- 
funde von Lohmann (11) itiber die Induktion der Glykolyse durch 
Phosphagen als Phosphatspender scheinen mir in naher Beziehung zu 
den hier gemachten Beobachtungen tiber die Wirkung der Phosphor- 
glycerinsaure zu stehen. Im Zusammenhang hiermit sei auf ganz kirz- 

lich beschriebene Versuche von 














a, | Parnas, Osternund Mann (12) ver- 
500} ‘ . ; 
mms wiesen, in denen gezeigt wurde, 
al daB in Gegenwart von Phospho- 
| glycerinsaure auch bei Hemmung 
| ° ° 
der oxydoreduktiven Prozesse in 
300 ' 5 . . - 
Muskelbrei durch Jodessigsaure 
200 | | | | eine dauernde Synthese von 
i amine g Adenylpyrophosphorsiure  statt- 
*G/UK0SE . ‘ 
100 | — Herosediphosphorsiure findet, dic unter normalen Be- 
+Gluhkose dingungen mit dem ProzeB der 
— Hel) . - . ° > 
Refess ality , Glykolyse verkniipft ist. Die 
0 0 20 30 4 50 Min. 60 ; 


Potentialkurve mit Glycerinséure- 
Abb. 10. 
Vergleich der Angirung mit Hexosediphos- . : 4 
phorsiure und Glycerinsiurephosphorsiure. Wile mir scheint, nur so deuten, 
Ansatz wie in Versuch Abb. 9. dak die Phosphatgruppe der Phos- 
Zu leem wurden 0,2 cem 0,016 mol. Phos- Be tee ~ y 
phorglyeerinsiure bzw. 0,2 ccm 0,02 mol. Phoglycerinsdéure auBerst leicht 


Hexosediphosphorsaure gemeinsam mit auf die Glucose tibertragen werden 
0,1 cem 30°/sige Glucose zugekippt. 
kann. 
Wie das oben stehende Schema zeigt, entsteht hierbei gleich- 
zeitig und nebeneinander reduktives und oxydatives System. Die 


phosphat — Glucose JaBt sich, 


o” 2Triose- 
ados- : Phosphat 
Hesene ae > 
yy Syen 
Citernent ae Glycerinsdure- 
: Phosphat 


_ Alka os <== 
sey rw be 
“Sei i) +00, 
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Abb. 1!. Girungsschema. 
Von Triosephosphorsaure ab ist der Girungsablauf an einem Glucosehalbteil dargestellt. Durch 
die sich iitherkreuzenden Pfeile sollte die Beziehung zwischen Phosphorylierung und Oxydo- 
reduktion angedeutet werden. Es soll ferner zum Ausdruck kommen, dali das Co-Ferment 
sowohl ein Ubertrager bei der Oxydoreduktion (Eu/er), wie auch bei der Phosphorylierung 
(Lohmann) ist 
Gestrichelt wurde das oxydative System der Glykolyse mit eingezeichnet. 
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Umesterung zwischen Glycerinséurephosphorséure und Glucose sollte 
schneller verlaufen als die Spaltung der Glycerinséurephosphorséure, da 
die Kohlenséurebildung bei der Garung deutlich schneller verlauft als 
die Kohlensaurebildung bzw. Phosphatabspaltung aus Phosphoglycerin- 
siure (Abb. 9). Wenn die induzierende Wirkung der Phosphoglycerin- 
siure die Abspaltbarkeit der Phosphorsaéure bedingt, sollte Fluorid 
diese Wirkung durch Blockierung der Phosphatgruppe hemmen; dem- 
entsprechend hatte Phosphoglycerinséure auf die von Nilsson (7) 
entdeckte Reaktion zwischen Glucose -+- Phosphat und Aldehyd im 
Fluoridextrakt keine induzierende Wirkung. 


Die Wirkung von Arsenat, Fluorid und Bromessigsiiure auf die 
Giirungspotentiale. 


Aus den Potentialkurven ist, worauf schon hingewiesen wurde, 
zu ersehen, da wahrend der schnellen Garung (Phosphatperiode) das 
Potential bei Abrechnung der py-Verschiebung konstant bleibt, dagegen 


spater ansteigt. Bei langsamer Garung 


ete a . s 100. 
sinkt somit die Konzentration des Garungs- mY || Slukase +H 
reduktans. DaB dies trotz der groken 

aes dite a -Phosphat 
Menge veresterten Phosphats, die sich | 


zu diesem Zeitpunkt im Extrakt befindet, 4) 
eintritt, erscheint bemerkenswert, da zum 
Extrakt 


phosphathaltigen zugesetzte | 


7 Dy Verschiebung 


Hexosediphosphorséure eine so starke 1\ / 
Reduktionswirkung hat (Abb.5). Der yy) = 


Zusatz von Phosphat bewirkt nun, wie 
Abb. 12 zeigt, nach Beendigung der Phos- 
phatperiode ein neuerliches Absinken des 
Potentials unter Entfarbung. 


In Gegenwart von Arsenat fallt be- 
kanntlich die Gargeschwindigkeit nach 


Erschépfung der Phosphatreserve nicht 
ab {Harden (13)]. Um die Wirkung auf 
das Garungspotential zu untersuchen, 
wurde zum Extrakt erst Garsubstrat zu- 
gesetzt und dann, nach vollstandigem Ver- 


brauch des Phosphats, Arsenat zugegeben. 


va ‘ | 
] 





a E7 Mino 
Abb. 12 
Potentialkurve bei neuerlichem 
Zusatz von Phosphat nach 
volliger Veresterung des im Ex- 
trakt vorhandenen P 
10° lrockenex- 
Ol cem 1! Me- 

thylenblan. 

Erster Pfeil: Zusatz von 0.1 cem 
50°/,ige Glucose mit 0,01 mol 
Hexosediphosphorsaure. 
Zweiter Pfeil: Zusatz von 
0,15 cem 0,5 mol. Phosphat 


(pu 6). 


1,0 ecm 
trakt, 


iges 


ge 
iges 





Wie die Abb. 13 zeigt, sinkt dann das 

Potential unter Entfarbung wieder auf den Wert wahrend der Phosphat- 
periode und bleibt hier solange konstant, wie noch vergirbare Glucose 
anwesend ist. Hierbei steigt, wie ich feststellte, die Phosphatkonzentra- 
tion nicht merkbar an, die Garung steigt aber mit kurzer Angdérung 
auf die vorher erreichte Maximalgeschwindigkeit der Phosphatperiode. 


28* 
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Durch die Zugabe von Arsenat wird, wie der Potentialversuch zeigt, 
die Konzentration von Garungsreduktans erhéht. 

In Abb. 14 und 15 sind Kurven dargestellt, die in Gegenwart 
garungshemmender Konzentrationen von Fluorid und Jodessigsadure 
aufgenommen wurden. Mit fluorid (Abb. 14) sinkt nach Zusatz des 
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Abb. 13. 
Potentialkurve bei Zusatz yon Arsenat nach vélliger Veresterung des im Extrakt vorhandenen 
Phosphats. 


leem 10°/siges Trockenextrakt, 0,2 cem 1° o9iges Thionin, beim ersten Pfeil Zusatz von 0,1 ccm 

50° ,ige Glucose mit 0,01 mol. Hexosediphosphorsiure, beim zweiten Pfeil Zugabe von 0,15 cem 
0,02 mol. Arsenat. Gesamtkonzentration 0,002 mol. Arsenat. 

Substrats (Glucose + Hexosediphosphorséure) das Potential unter 

Entfarbung ebenso, wie im fluoridfreien Extrakt. Der Versuch zeigt 

anschaulich das Intaktbleiben der oxydoreduktiven Garungskomponente. 


Mit Bromessigsdéure dagegen (Abb. 15), die gerade diese Komponente 
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Abb. 14. Abb. 15. 
Potentialkurve mit 0,05 mol. 


Fluorid ent- 








haltendem Mazerationssaft. 
0.6 cem frischer Saft. 0,2 cem 1°/oiges 
Thionin. 0,2 cem 0,25 mol. NaF. 
Bei ¥V Zugabe von 0.1 cem 50°/\ige Glucose 


Kurve mit 0,005 mol. brom- 
essigsaures Na enthaltendem 
Extrakt. 

Ansatz wie im Versuch Abb. 14. 


mit 0,01 mol. Hexosediphosphorsidure. 


hemmt (Meyerhof und Kiessling (16)], bleibt der Substratzusatz fast 
Mit dieser Methode gelingt es, den 

Angriffspunkt der Halogenessigsaure noch genauer zu bestimmen. 
Es wurde schon friiher darauf hingewiessen, daB Alkohol in héheren 
Konzentrationen, etwa gegen 5% (molar), ebenfalls Thionin in Sauerstoff 
Diese Reduktion wurde durch m/100 bromessigsaures Na 


ohne Wirkung auf das Potential. 


reduziert. 

















Potentiometrische Versuche iiber die Bildung des Garungsreduktans. 421 


auch bei langerer Einwirkung nicht gehemmt, vielmehr sind sogar 
die sich in Gegenwart von Bromessigséure einstellenden Potentiale 
negativer und entsprechend die Entfarbung stirker, wahrend Brom- 
essigsaure allein keine merkbare Wirkung ausiibt. Ebenso wie 
auf das Alkohol-Aldehydsystem hat Bromessigsiure, wie orientierende 
Versuche zeigten, auf das Milchséiure-Brenztraubensaéuresystem keinen 
KinfluB. Nach einer Angabe von Holmberg (18) tand schon Thunberg, 
daB mit Pflanzensamen die Reduktion von Methylenblau durch Hexose- 
diphosphorséure in Gegenwart von Bromacetat gehemmt ist. Halogen- 
essigsiure wirkt also spezifisch auf das reduktive System der Garung 
und Glykolyse. Hiermit sollte es zusammenhingen, daB nach Lunds- 
gaard (14) Halogenessigsiiure die Atmung viel weniger hemmt als die 
anaerob energieliefernden Reaktionen, und nach Versuchen von Krebs (15) 
Zusatz von Milchséure die Atmung jodessigséurevergifteter Zellen 
steigert. 
Zusammenfassung. 

Mit blanker Pt-Elektrode wurden bei Durchleiten eines konstanten 
Luftstromes in Gegenwart von Thionin oder Methylenblau Potentiale 
wahrend der Garung gemessen. 

i. Das Potential sinkt bei schneller Garung auf ein Minimum 
zwischen -+- 0,03 und 0,04 Volt (px 6,4). Es fallt langsam bei langsamer 
Angarung (Glucose allein), schnell bei schneller Angérung (Glucose 
-+ Hexosediphosphorsaure). 

2. Im AnschluB an Potentialmessungen bei getrenntem Zusatz 
von Hexosediphosphorséure und Glucose wurde die Angérungswirkung 
von Glycerinséure-phosphorsdiure genauer untersucht. 

3. Bei Zusatz von Glucose + Phosphoglycerinsaure fallt das Poten- 
tial sofort mit gr6Bter Geschwindigkeit. Bei Zusatz von Brenztrauben- 
siure + Glucose dagegen fallt das Potential erst nach einer Latenz von 
einigen Minuten. Bei Gegenwart von Glycerinséurephosphat in einer 
Konzentration von 0.0015 mol. beginnt die Garung ohne Angéirung 
mit fast maximaler Geschwindigkeit. 

4. Nach volligem Verbrauch des im Extrakt vorhandenen Phosphats 
steigt das Potential. Durch Zusatz von Phosphat wird in diesem Stadium 
ein neuerliches Absinken hervorgerufen, nach Phosphatverbrauch steigt 
das Potential wieder an. Bei Zusatz von Arsenat (Endkonzentration 
0,002 mol.) im gleichen Stadium sinkt das Potential ebenfalls und steigt 
nicht wieder, solange Glucose vorhanden ist. 

5. In Gegenwart von Fluorid sinkt das Potential bei Zusatz von 
Substrat mit gleicher Geschwindigkeit und bis zum gleichen Niveau 
wie unter normalen Bedingungen. In Gegenwart von Bromessigséure 
ist der Substratzusatz nahezu ohne Wirkung auf das Potential. 
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Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensiureassimilation. 
Von 
Hans Kautsky. 
I. Mitteilung: 

H. Kautsky und A. Hirsch: Das Fluoreszenzverhalten griiner Pflanzen. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. Oktober 1934.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Wir veréffentlichten in den Berichten der Deutschen Chemischen 
Gesellschaft eine Reihe von Arbeiten unter der gemeinsamen Uber- 
schrift ,,Energieumwandlungen an Grenzflachen’*. Um ihren Inhalt 
wenigstens anzudeuten, zitieren wir diese Arbeiten mit ihren vollen 
Untertiteln!. Die VI. Mitteilung dieser Reihe nennt sich ,,Kohlensaure- 
assimilation (I)*; in ihr sind Ergebnisse unserer Untersuchungen mit- 
geteilt, welche ganz neue Einblicke in das Wesen der Kohlensaure- 
assimilation erwarten lassen. Diese Mitteilung war kurz, ohne naheres 
Kingehen auf die experimentellen Tatsachen, geschrieben und in dieser 
Form als Einleitung fiir eine Folge ausfiihrlicher Arbeiten gedacht. 
Wir haben uns mit diesen Veréffentlichungen nicht geeilt; neue Beob- 
achtungen und Messungen warfen immer neue Fragen auf, unerwartete 
Zusammenhange fanden sich, und es entstand allmahlich ein geschlosse- 
neres Bild der ersten Teilvorginge der Kohlensaureassimilation, welches 
in mancher Hinsicht von dem in den ,,Berichten“ entworfenen abweicht, 
im wesentlichen aber es vervollkommnet. Ihres physiologischen Cha- 
rakters wegen wollen wir unsere Arbeiten auf dem Gebiet der Kohlen- 


! T. Mitteilung: H. Kautsky u. A. Hirsch, Carbonséurereduktion durch 
induzierte, intramolekulare Umlagerung von Siloxensaurederivaten. Ber. 
d. Deutsch. chem. Ges. 64, 1610, 1931; IL. Mitteilung: H. Kautsky, A. Hirsch 
u. W. Baumeister, Photolumineszenz fluoreszierender Farbstoffe an Grenz- 
flachen. Ebenda 64, 2053, 1931; LII. Mitteilung: H. Kautsky u. W. Bau- 
meister, Der EinfluB der polaren Adsorption auf die Hydrierungsgeschwin - 
digkeit von Farbstoffen. Ebenda 64, 2446, 1931; IV. Mitteilung: H. Kautsky 
u. A. Hirsch, Wechselwirkung zwischen angeregten Farbstoffmolekiilen und 
Sauerstoff. Ebenda 64, 2677, 1931: V.Mitteilung: Dieselben, Phos- 
phoreszenz adsorbierter fluoreszierender Farbstoffe und ihre Beziehung zu 
reversiblen und irreversiblen Strukturanderungen der Gele. Ebenda 65, 
401, 1932; VI. Mitteilung: H. Kautsky, A. Hirsch u. F. Davidshéfer, Kohlen- 
siureassimilation (I). Ebenda 65, 1762, 1932; VII. Mitteilung: H. Kautsky, 
H. de Bruijn, R. Neuwirth u. W. Baumeister, Photosensibilisierte Ox ydation 
als Wirkung eines aktiven, metastabilen Zustandes des Sauerstoffs. Ebenda 


66, 1588, 1933. 
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siureassimilation von der Arbeitsfolge in den ,,Berichten’*: ,,Energie- 
umwandlungen an Grenzflaichen’: abtrennen, um sie hier unter dem 
gemeinsamen ‘Titel ,,Chlorophylifluoreszenz und  Kohlensaureassi- 
milation’’ zu veréffentlichen. 

Wir halten es im Interesse des leichteren Einlesens in unsere Arbeiten 
fiir angebracht, vorerst in einer kurz gehaltenen Ubersicht die sich aus 
den bisherigen Versuchen ergebenden Vorstellungen iiber die Kohlen- 
siureassimilation darzulegen und dann in aufeinanderfolgenden Arbeiten 
ausfiihriich zu schildern, wie wir zu diesen Vorstellungen gekommen sind. 


1, Einleitende Ubersicht. 

Zellen griiner Pflanzen enthalten die als Chloroplasten bezeichneten 
Assimilationsorgane. In ihnen wird die Kohlenséure unter Entbindung 
von Sauerstoff zu Zucker reduziert. 

6 CO, + 6H,O = C,H,,0, + 6 O, — 674000 cal. 


Die Energie fiir diesen stark endothermen Vorgang wird durch das 
Sonnenlicht dem Assimilationssystem zugefiihrt. Der Primarvorgang 
dieser photochemischen Reaktion ist die Lichtabsorption:; fiir diese 
kommen vor allem die im Chloroplasten enthaltenen Chlorophylle, 
méglicherweise auch die Carotinoide in Betracht. Wir bezeichnen der 
Einfachheit halber das lichtabsorbierende Svstem kurz mit (Ch). Der 
PrimarprozeB besteht in der Aufnahme eines Lichtquants, wodurch 
ein Farbstoffmolekiil in einen héherquantigen Zustand (Ch)* tiber- 
gefiihrt wird: 
(Ch) + hv = (Ch)* (1) 
Abgesehen von der Umwandlung der Anregungsenergie in un- 
geordnete Wairmehewegung besteht beim Chlorophyll die Méglichkeit, 
die absorbierten Lichtquanten in Form ahnlich groBer Lichtquanten 
wieder zu emittieren (Fluoreszenz). Das Chlorophyll fluoresziert be- 
kanntlich intensiv rot (A = 630—650 yu und 660—690 yu). Eine 
andere Méglichkeit als die der Fluoreszenz bietet sich in der Umwandlung 
der Anregungsenergie in chemische Energie (photochemische Reaktion). 
Wird die absorbierte Lichtenergie als chemische Energie gespeichert, 
dann wird sie eben in der photochemischen Reaktion verbraucht und 
kann nicht gleichzeitig in Form von Fluoreszenzstrahlung emittiert 
werden. Eine derartige Energieumwandlung wird durch eine mehr 
oder minder starke Ausléschung der Fluoreszenz direkt sichtbar. 


Die Kohlenséureassimilation ist ein Vorgang, bei dem Lichtenergie 
in chemische Energie verwandelt wird. Die Kohlensaureassimilation 
muB somit eine Tilgung der normalen Chlorophyllfluoreszenz hervor- 
rufen. Die tatsichliche Beobachtung einer Tilgung der Chlorophyll- 
fluoreszenz am lebenden, assimilierenden Blatt ist der Ausgangspunkt 
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unserer Experimentaluntersuchungen tiber das Wesen der Kohlensaure- 
assimilation. Die Analyse der sehr mannigfaltigen Fluoreszenzerschei- 
nungen am lebenden Blatt gibt uns die Méglichkeit, den Weg eines 
absorbierten Lichtquants durch eine Reihe von Umwandlungen im 
Assimilationsorgan zu verfolgen und so die ersten Teilvorginge der 
Kohlensaureassimilation aufzuklaren. 

Die nachste der Energieumwandlungen besteht darin, dab die 
von dem (Ch) absorbierten Lichtquanten von locker gebundenem mole- 
kularem Sauerstoff aufgenommen werden, wodurch dieser in eine 
energiereiche Bindung tbergeht. Obwohl auch freier Sauerstoff 
fluoreszierenden Farbstoffen ihre Anregungsenergie entziehen kann}, 
bedient sich die Pflanze doch einer Verbindung, welche molekularen 
Sauerstoff dissoziabel gebunden enthalt. Wir wissen zur Zeit noch nicht, 
welche Verbindung im Chloroplasten es ist —- eine schon bekannte oder 
eine ihrer Konstitution nach noch unbekannte — der die Fahigkeit 
innewohnt, den Sauerstoff der Luft festzuhalten und so in bestimmter 
hoher Konzentration an das Sensibilisatorsystem (Ch) unmittelbar 
heranzubringen. Bis zu ihrer Ermittlung wollen wir sie der EKinfachheit 
halber mit A und ibre dissoziable Sauerstoffverbindung mit A (Q,) 
bezeichnen. 

Gleichung (II) stellt die Cbertragung der vom (Ch) absorbierten 
Lichtenergie auf den gebundenen, molekularen Sauerstoff dar: 

(Ch)* + A(O,) = (Ch) + AOs. (II) 
é ist die vom (Ch)* auf den Sauerstoff der Verbindung A (O,) tibertrag- 
bare, in AO} gespeicherte Energiemenge. Es ist von besonderer Be- 
deutung fiir die Ausnutzung der Lichtenergie zur Kohlenséureassi- 
milation, daB e (etwa 37000 cal)? nur unwesentlich geringer ist als 
der Energiebetrag, welcher der Rotfluoreszenz des Chlorophylls (etwa 
42000 cal) entspricht. In Form von AQ sind die primar absorbierten 
Lichtquanten stabilisiert und gespeichert. 

Die durch Gleichung (I1) ausgedriickte Energieitibertragung vom 
(Ch)* auf die Sauerstoffverbindung A (O,) ist die alleinige Ursache 
der im Experiment beobachteten Ausléschung der Chlorophyllfluoreszenz. 
Dies ist eines der Hauptergebnisse der Fluoreszenzanalyse des lebenden 
Blattes. 

Die durch die Verbindung A (O,) bewirkte Ausléschung der Chloro- 
phyllfluoreszenz wird durch oberflichenaktive Stoffe, wie Phenyl- 
urethan, welche Warburg’ als Nachweis von biologischen Grenzflachen- 

' VII. Mitteilung: H. Kautsky, H.de Bruijn, R. Neuwirth u. W. Bau- 
meister, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 66, 1588, 1933. = Diesen Wert ist 
die Anregungsenergie des 'I-Zustandes des Sauerstoffmolekiils zugrunde ge- 
legt, VII. Mitteilung. — * O. Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen 
der lebendigen Substanz. Berlin 1928. 
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vorgingen erkannte, aufgehoben. Die Energieiibertragung auf die 
Verbindung A (O,) findet demnach an Grenzflichen statt. 

Die energiereiche Verbindung AO; enthalt den Sauerstoff nicht 
mehr dissoziabel, wie in A (Q,), sondern viel fester gebunden. An sich 
ist AOS nicht unbestandig: im Chloroplasten ist jedoch eine katalytisch 
wirkende Schwermetallverbindung zugegen, an welcher eine Reaktion 
stattfindet, in deren Verlauf aus AO{ erneut die dissoziable Verbindung 
A (O,) zuriickgebildet bzw. die Verbindung A in Freiheit gesetzt wird, 
welche sich wieder mit dem Sauerstoff der Luft zu A (OQ) verbindet. 
Diese am Katalysator stattfindende Umwandlung hat einen auto- 
katalytischen Verlauf. Das bedeutet, daB in Abhangigkeit von der 
Geschwindigkeit der Wechselwirkung des AOS mit anderen Stoffen 
am Katalysator, unmittelbar oder in weiteren Folgereaktionen, ein 
Stoff (wir bezeichnen ihn mit X) entsteht. welcher  seinerseits 
wieder die Geschwindigkeit der katalytisch beschleunigten Reaktion, 
der er seine Bildung verdankt, entsprechend seiner zunehmenden 
Konzentration, erhéht. Die Geschwindigkeit der katalytischen Reak- 
tion ist im Gegensatz zur Geschwindigkeit der Energieiibertragung 
[Gleichung (I1)], welche bei nicht zu geringen Sauerstoffdrucken nur 
durch die in der Zeiteinheit absorbierte Anzahl Lichtquanten bestimmt 
wird, stark temperaturabhangig, und sie wird auBerdem durch Blausiure 
spezifisch gehemmt. Der letztere Umstand spricht dafiir, daB es sich 
um eine Schwermetall-, vermutlich um eine Eisenkatalyse, handelt. 
Wir schlieBen dies in Analogie zu den Ergebnissen Warburgs!, die 
sich auf die physiologische Wirkung der Blausdure beziehen. 

Gleichung (111) veranschaulicht die katalytische Reaktion: 

AO? + (Katalysator + X) = A + [O, + ¢]. (IIT) 


Was geschieht mit den in Gleichung (I11) entstehenden Produkten A, 
O, und ¢? Wir verfolgen zuerst das Schicksal der frei gewordenen 
Verbindung A und besprechen erst spater dasjenige des O, und der 
Energie 6&. 
Die Verbindung A bindet im Augenblick ihres Freiwerdens sehr 
rasch Luftsauerstoff bis zur Gleichgewichtseinstellung : 
[A] . [O,] = & . [A(O,)]. (IV) 
Das Gleichgewicht ist, da die Konzentration der Verbindung A 
aller Voraussicht nach im Chloroplasten unveranderlich ist, bei gegebener 
Temperatur nur vom Sauerstoffdruck abhangig. Bei einer Temperatur 
von 20° und einem Druck von etwa 5 mm Sauerstoff ist das Dissoziations- 
gleichgewicht praktisch schon ganz zugunsten der Verbindung <A (Q,) 
verschoben. Unter gewéhnlichen Umgebungsbedingungen ist demnach 


1 O. Warburg, |. c. 
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die gesamte Menge von A im unbelichteten Chloroplasten mit Sauerstoff 
beladen, d. h. ausschlieBlich in Form der Verbindung A (O,) vorhanden. 
Nur in dieser Form ist sie befahigt, nach Gleichung (Il) dem angeregten 
Chlorophyll wieder Energie zu entziehen. 

Wir fassen, um Ubersicht zu gewinnen, die eben besprochenen, 
durch die Reaktionsgleichungen I bis 1V ausgedriickten Vorginge in 
gleicher Reihentolge wie bisher in ein Schema zusammen: 


hv 


— 


a“ Tin " 
(Ch) (Ch)* 
oe eae ~N 
am ™@. ro 

Dissoziations- y 
Gleichgewicht yt nL ~ 

O, + A—~=——_ Katalysator + X 

y (Autokatalyse) 


é 


4—5e+H,COs = HCO + Opt. 


Die Pfeile geben die Richtung der Reaktionen an. Bei der Reak- 
tion I] A(O,) + (Ch)* ist das eine Reaktionsprodukt (Ch) nach links, 
das andere AO; nach rechts geschrieben. Dadurch kommt der Kreislauf 
des Chlorophylls und der Verbindung A(Q,) deutlich gesondert zum 
Ausdruck. 

So iiberzeugend die experimentellen Befunde fiir die eben ge- 
schilderte Beteiligung des Chlorophylls und der Verbindung A(Q,) 
an den Umwandlungen der Lichtenergie in chemische Energie im 
Assimilationsvorgang sprechen, so miissen wir zugeben, daB fir die 
weiteren Aufklarungen des Wesens der Assimilation wohl experimente!le 
Anhaltspunkte vorhanden sind, die in eine bestimmte Richtung weisen, 
eindeutige, sichere Beweise aber noch fehlen. Die folgenden Aus- 
fiihrungen besitzen deshalb vorlaufig nur hypothetischen Charakter. 
Trotzdem glauben wir unsere Auffassung bringen zu diirfen, weil sie 
dem Chemiker die Mitwirkung aktivierten Sauerstoffs bei der Kohlen- 
siureassimilation, welche doch einen ReduktionsprozeB darstellt, be- 
greiflich machen wiirde. 

Die Energie ¢ der Verbindung AO; ist die Assimilationsenergie. 
Ihre tatsachliche Ausnutzung zur Reduktion der Kohlenséiure  be- 
ziuglich GréBe und Anzahl der Quanten wird durch Folgereaktionen 
bestimmt, deren erste die eben geschilderte katalytische Umwandlung 
(Reaktion III) ist. Eine Anzahl experimenteller Tatsachen sprechen 
dafiir, dab die Verbindung AO; am Katalysator nicht einfach in der 


+ Warburgs Messungen ergaben fiir 1 Mol reduzierte CO, einen Ver- 
brauch von 4 bis 5 Lichtquanten. 
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angegebenen Weise in A und normalen Sauerstoff zerfallt unter Weiter- 
gabe und Ausnutzung der Energie ¢ zur Kohlensiurereduktion, sondern 
dal die Verbindung AO; ihren Sauerstoff an einen oxydierbaren Stoff 
abgibt baw. ihn dehydriert. Die Verbindung AO; wirkt stark oxy- 
dierend, viel starker als gewOhnlicher Sauerstoff. Bei der katalytischen 
feaktion wirde also vorerst nur die Verbindung A unmittelbar 
wieder in Freiheit gesetzt, wiaihrend der aktivierte Sauerstoff sich an 
den weiteren Folgereaktionen beteiligt. 

Fiir die folgenden Darlegungen wollen wir den Zucker Cg H4.0¢ 
als den durch die Verbindung AOf oxydierten Stoff bezeichnen. Wir 
tun das nicht deshalb, weil irgendein Anhaltspunkt dafiir vorhanden 
wire, daB gerade Zucker die Verbindung ist, die oxydiert werden 
kénnte, sondern nur aus dem Grunde, weil wir am Beispiel des 
Zuckers in einfacher Weise auseinander setzen kénnen, was wir meinen. 

Gleichung (V) driickt die Zuckerverbrennung durch die Ver- 
bindung AO}; aus: 

6 AO; + (Katalysator + X) + C,H,,0, = 6A + 6CO, + 6H,O0  (V) 

+ 674000 cal + 6. 

Gegen diese Gleichung ist sogleich einzuwenden, daB freier Sauerstoff 
im Assimilationsvorgang nicht verschwinden darf, denn der assimila- 
turische Koeffizient, das ist das Verhaltnis von reduzierter Kohlensaure 
zu entstehendem Sauerstoff, wurde von Willsidtter! genau 1 gefunden. 
Es muB also, wenn die Gleichung (V) einen TeilprozeB der Assimilation 
darstellt, im Verlauf des Assimilationsvorganges auBer dem Assimila- 
tionssauerstoff eine der in der Oxydation mit AO; verbrauchten, genau 
gleich groBe Menge an Sauerstotf wieder frei werden. 

Welche Bedeutung kénnte eine katalytisch beschleunigte Oxydation 
mit energiereichem Sauerstoff fiir die Assimilation haben? Sie miiBte 
ein Energie liefernder Vorgang sein, im Sinne einer gekoppelten Reaktion. 
Wir gelangen hier auf das groBe Gebiet der biologischen Energieuniwer- 
tungen durch gekoppelte Reaktionen. Bei einer Speicherung der 
Atmungsenergie, z. B. als chemische Energie, kann es sich immer nur 
um eine Umwertung, niemals aber um einen Nengewinn an chemischer 
Knergie handeln. Bei der Assimilation wird aber chemische Energie 
aus Lichtenergie neu gewonnen. 

Gleichung (VI) veranschaulicht die Bilanzgleichungen der Atmung 
(von links nach rechts) und der Assimilation (von rechts nach links). 


Atmung 
C,H,,.0, + 60, = > 6CO, + 6H,O + 674000 cal. (VI) 


Assimilation 


1 2, Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der 
Kohlensaure. Berlin 1918. 
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Vergleichen wir die Zuckerverbrennung der Atmung [Gleichung (V1)] 
mit der Zuckerverbrennung der Gleichung (V), so finden wir den aus- 
schlaggebenden Unterschied darin, daB in der Kohlensaureassimilation 
der Zucker mit energiereichem Sauerstoff verbrannt wird, wobei etwa 
ein Drittel mehr Energie frei wird als der Zuckerverbrennung mit 
normalem Sauerstoff in der Atmung entspricht. Die Energie der 
Zuckerverbrennung der Atmung 674000 cal wiirde bei 100 °Ziger 
Augnutzung zur Zuckersynthese gerade reichen, um wieder 1 Mol 
Zucker aus Kohlensdéure unter Sauerstoffabspaltung zu synthetisieren. 
Die Knergie von 1 Mol mit AO; verbrannten Zucker 674000 cal + 6 € 
wirde bei 100° ,iger Ausnutzung zur Zuckersynthese aus Kohlen- 
siure 1!/, Mol Zucker, also einen Gewinn von etwa !/, Mol Zucker, 


ergeben. 


Ks hat keinen Zweck zu erwagen, welcher Mechanisnius den 
gekoppelten Reaktionen, die zum Aufbau des Zuckers aus Kohlen- 
dioxyd und Wasser unter Sauerstoffentwicklung fiihren, zugrunde 
liegt, bevor nicht experimentell eindeutig sichergestellt ist, daB im 
lebenden Blatt die Verbindung AO; ihren Sauerstoff in einer 
Oxydation verbraucht. 


II. Die Grunderscheinung: Das Fluoreszenzverhalten griiner Pflanzen. 


Kin frisch gepflucktes griines Blatt, beispielsweise das einer Geranie 
(Pelargonium zonale), wird sorgsam in eine kiihl gehaltene Aluminium- 
blechbiichse, oder einen anderen lichtdichten Behalter gebettet, dessen 
Boden mit nassem Filtrierpapier bedeckt ist. Das Blatt ruht sich langstens 
im Verlauf einer halben Stunde aus, indem die dureh das Licht be- 
wirkten Verdinderungen im Assimilationsapparat allmahlich in den 
Dunkelzustand iibergehen. Ein so vorbereitetes Blatt kommt zur 
Untersuchung. Diese besteht einfach darin, daB das Blatt unter eine 
Analvsenquarzlampe gebracht und seine Fluoreszenz beobachtet wird. 
Im verdunkelten Arbeitsraum wird das ausgeruhte Blatt auf einem 
matten, scnwarzen Metallblech oder einer anderen nicht fluoreszierenden 
Unterlage ausgebreitet, dem Beschauer die Blattunterseite zugewendet. 
Die Oberseite des Pelargoniumblattes ist naimlich schlecht fiir die 
Versuche geeignet. So vorbereitet bringt man das Blatt in die ultra- 
violette Strahlung einer konstant und hell brennenden Analysen- 
quarzlampe (Heraeus 2,5 Amp., 220 Volt) tunlichst nahe an die Ultra- 
violettfilter-Glasscheibe heran, um mit hoher Lichtintensitat zu be- 
strahlen. Die Blattflache gliiht hellrot auf, verweilt etwas in dieser 
hellen Fluoreszenz und erlischt dann allmahlich. Nach diesen auf- 
falligen Helligkeitsinderungen verbleibt die Fluoreszenz ganz un- 
ansehnlich mit einer dunkelschmutzig violetten Farbe. 








450 H. Kautsky: 


Dab griine Pflanzenteile infolge ihres Chlorophyllgehaltes fluores- 
zieren, ist eine lang bekannte Tatsache!: tiberraschend und neu ist die 
zeitliche Anderung der Fluoreszenz gleich nach Belichtungsbeginn. 

Ganz rasche oder auch sehr langsame Anderungen der Helligkeit 
einer einheitlichen Flaiche sind ohne Vergleichshelligkeiten nur schwer 
zu verfolgen. Deshalb versuchten wir durch Kontrastwirkungen die 
Helligkeitsinderungen der Blattfluoreszenz deutlich zu machen. 

Von dem Blatte wird vorerst nur die eine Hilfte dem Ultraviolett- 
licht ausgesetzt, die andere Hialfte ist zugedeckt und bleibt somit un- 
belichtet. Nach einigen Minuten 
ist die Fluoreszenz der belichteten 
Halfte ganz gering und konstant 
geworden. Jetzt schieben wir das 
bedeckende Metallblech von der 
unbelichteten Halfte rasch beiseite, 





¥min 





so daB das gesamte Blatt dem Licht 


= wim * - . 
Belichtungszeit ? der Lampe ausgesetzt ist. Im ersten 
Abb. 1. Augenblick sind beide Halften gleich 


Schematische Darstellung der zeitlichen ; eas ‘ » 
(\nderungen der Rotfluoreszenz eines dunkel, rasch aber, beilaufig inner- 


Pelargoniumblattes bei 20°, die unmittel- ~— _halb 1 Sekunde. steigt die Fluores- 
bar nach Einsetzen der Belichtung be- % 

obadhtet -witd. zenz der vorher unbelichteten Halfte 

zu groker Helligkeit an, die jetat 

in einem besonders wirkungsvollem Gegensatz zur geringen Fluoreszenz 

der vorbelichteten Hilfte steht. Dann allmiéhlich fallt die helle 

Fluoreszenz ab, zunehmend dunkler werdend, bis kein Helligkeits- 

unterschied mehr die beiden Blatthalften trennt. 

Ebenso wie mit den beiden Halften eines Blattes liBt sich der 
Versuch mit dem gleichen Ergebnis auch mit zwei getrennten, neben- 
einanderliegenden Blattern durchfihren. 

Diesen zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzinderungen mége eine 
Kurve, Abb. 1, darstellen, die vorlaufig einmal rein schematisch ge- 
zeichnet ist. 

Auf der Abszisse ist die Belichtungszeit aufgetragen, auf der 
Ordinate die Fluoreszenzhelligkeit. Die Buchstabenbezeichnungen 
entlang der Abszisse bedeuten folgendes: 

A - die Anfangshelligkeit oder besser die Anfangstilgung der Fluores- 
zenz im ersten Augenblick des Belichtens. 
A—B — der rasche Anstieg der Fluoreszenzhelligkeit. 
B der Zeitpunkt an dem die maximale Helligkeit der Fluoreszenz 
erreicht ist. 


1 Angaben dariiber bei K. Stern. Zeitschr. f. Bot. 18, 193. 
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B—C der Abfail der Fluoreszenzhelligkeit bzw. die zunelimende 
Tilgung der Fluoreszenz. 

Cc = der Zeitpunkt, an dem die maximale Fluoreszenztilgung er- 
reicht ist. 

C--D = die konstant bleibende Tilgung bis zum Abbruch des Versuchs 
in 1). 

Die gesamte Zeit A—C vom Belichtungsbeginn bis zur Erreichung 
der. konstantbleibenden starken Fluoreszenztilgung, die Zeit also, in 
welcher die eigenartigen Anderungen der Fluoreszenz beobachtet werden, 
bezeichnen wir als Induktionszcit der Fluoreszenztilgung. 

Jm Verlauf dieser ersten Untersuchungen gesellten sich noch 
Beobachtungen hinzu, die sich auf die Wiederholbarkeit der gesamten 
Fluoreszenzénderungen nach Unterbrechung der Belichtung beziehen. 
Nach jeder Unterbrechung der Belichtung innerhalb der Induktionszeit 
braucht es eine ganz bestimmte, von der Zeitdauer der Belichtung und 
den gegebenen AuBenbedingungen abhangigen Dunkelzeit, die Beruhi- 
gungszeit, nach welcher erst wieder bei erneuter Belichtung die ganze 
Folge der Fluoreszenzinderungen in genau derselben Weise und den- 
selben Zeiten ablauft, wie sie bei einer erstmaligen Belichtung eines 
vollkkommen ausgeruhten Blattes zu beobachten war. Wir werden 
spater sehen, dab sich hinter diesen Dunkelzeiten ebenso reichhaltige 
Vorginge verbergen, wie sie aus den unmittelbar sichtbaren Anderungen 
der Blattfluoreszenz beim Belichten zu erschlieBen sind. 


Man darf sich dem Einwand nicht entziehen, daB die Anderungen 
der Blattfluoreszenz nur in dem ultravioletten Licht der Quarzlampe 
beobachtet wurden. Fur das lebende Blatt sind das ungew6éhnliche 
Bedingungen. Deshs]b war zu untersuchen, ob allein nur die Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht fii die eigenartigen Fluoreszenzerscheinungen 
verantwortlich ist. Wenn auch sichtbares Licht in gleicher Weise wie 
das Ultraviolett dieselben Fluoreszenzinderungen bewirkt, dann 
gehéren diese Vorginge mit zu den normalen Eigenschaften des Blattes. 

1. Zuerst beschranken wir die Wellenlange des aus der Analysen- 
Quarzlampe austretenden Ultraviolettlichtes durch Zwischenschalten 
einer Glasplatte auf das dem Sichtbaren nahe Gebiet, zwischen ungefabr 
350 bis 400 wu. Abgesehen von einer begreiflichen geringen Schwachung 
der Intensitat, bot sich dem Auge die gleiche Erscheinung wie vordem. 

2. Fir Versuche im sichtbaren Licht ist es notwendig, das ein- 
gestrahlte, erregende Licht von dem ausgestrahlten Fluoreszenzlicht 
vollkommen zu trennen. Ins Auge darf nur das vom Blatt emittierte, 
nicht aber reflektiertes Licht gelangen. Ohne Schwierigkeit ist dies 
mit Filtern zu erreichen. Aus dem Licht einer Bogenlampe wird das 
langwellige Licht durch Vorschalten eines Filters mit ammoniakalischer 
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Kupfersulfatlésung herausgenommen, so daB praktisch nur kurz- 
welliges, sichtbares Licht, vorwiegend violett und blau, auf das Blatt 
auffallt. Die zu beobachtende starke rote Fluoreszenz wird durch eine 
rote Glasscheibe oder Brille betrachtet. Man sieht die gleiche Folge 
der Fluoreszenzerscheinungen wie unter der Analvsenquarzlampe. 
Der Eindruck der Fluoreszenzinderungen ist aber im ultravioletten 
Licht, bei dem man mit freiem Auge beobachtet, unmittelbarer, die 
raschen Helligkeitsinderungen leichter erkennbar. Dies ist der Grund, 
weshalb bei den gesamten folgenden Untersuchungen als Lichtquelle 
immer die Quarzlampe unter Vorschaltung eines Ultraviolett-Schwarz- 
glasfilters und einer Platte aus gewé6hnlichem Glas verwendet wurden. 

3. SchlieBlich stellten wir noch Versuche an, bei denen das Blatt 
mit einer gew6hnlichen Glihbirne vorbelichtet und dann erst unter 
die Analysenlampe gebracht wurde. Die Anderungen des Zustandes 
des fluoreszierenden Systems im Blatte, die dadurch hervorgerufen 
werden, kommen in den Beruhigungszeiten zum Ausdruck und sind die 
gleichen, als wenn nur mit Ultraviolett vorbelichtet worden wire. 

Aus den Versuchen ergibt sich, daB die Fluoreszenzinderungen, 
welche nach einsetzender Belichtung an dem Blatte wahrgenommen 
werden, eine natiirliche Eigenschaft dieses Blattes sind. 

Bisher haben wir nur das Fluoreszenzverhalten eines Pelargonium- 
blattes kennengelernt. Es war sehr wichtig, festzustellen, ob diese 
Fluoreszenzinderungen eine Eigenschaft besonderer Pflanzen sind, 
oder ob es sich um eine ganz allgemeine Eigenschaft Chlorophyll fiihrender 
Pflanzen handelt. 

Die Untersuchung gestaltet sich einfach: Griine Pflanzen aller 
Arten, niedere, héhere, junge und Altere, heimische und exotische, 
Schatten- und Lichtpflanzen, Land- und Wasserpflanzen usw. werden 
auf ihr Fluoreszenzverhalten in gleicher Weise wie das Pelargoniumpblatt 
geprift. Im Prinzip ist die Folge der Fluoreszenzinderungen, wie sie 
durch die Kurve Abb. 1 dargestellt ist, immer zu sehen. Nicht immer aber 
so schén wie bei der Pelargonie. Oftmals enthalten Blatter Substanzen, 
die durch starke Eigenabsorption die Intensitét des eingestrahlten 
Ultraviolettlichtes sehr stark herabsetzen. Solche Stoffe finden sich 
haufig bei lederartigen oder harten Blattern, wie bei Oleander, Evony- 
mus japonica, und anderen wintergriinen Gewachsen, besonders bei 
solchen, die in trockenem, sonnigem Klima, wie z. B. in den Mittelmeer- 
landern, heimisch sind. Die Fluoreszenz solcher Blatter ist meist AuBerst 
gering, die Kluoreszenzinderungen oft kaum erkennbar. 

Viele Pflanzen enthalten im Innern oder an der Oberflache Stoffe 
wie Ole, wachsartige Uberziige u. dgl., die eine erhebliche, die Chloro- 
phylifluoreszenz iiberdeckende, meist blaue Eigenfluoreszenz besitzen. 
Mitunter ist die Fremdfluoreszenz so stark, daB fiir das freie Auge die 
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Chlorophylifluoreszenz beinahe vollkommen zuriicktritt. Fluoreszenz- 
anstieg und Fluoreszenzabfall sind aber beim Belichten fast immer 
noch erkennbar an dem raschen Auftreten und allméahlichen Ver- 
schwinden einer rétlichen Farbnuance. Beispiele hierfiir sind: Palme 
(Caryota mitis), Tabak, Efeu u. a.m. Die Spektren der beiden Fluores- 
zenzen, die rote veranderliche des Chlorophylls, und die stérende kurz- 
wellige, die sich wahrend der Belichtung nicht verandert, liegen spektral 
meist weit auseinander, so daB die durch ein Rotfilter beobachtete 
Fluoreszenz des Blattes fast immer nur vom Chlorophyll herrihrt. 

Die Deutlichkeit der Fluoreszenzanderungen ist keineswegs eine 
konstante Eigenschaft der Blatter einer bestimmten Pflanze. Sie ist 
abhingig von dem  Entwicklungsstadium und den Umgebungs- 
bedingungen. Junge, zarte Blatter, besonders im Frihling, eignen sich 
zur Fluoreszenzbeobachtung weit besser als altere oder herbstliche 
Blatter. An den heimischen Laubbiumen sehen wir das besonders 
deutlich. Die schéne Rotfluoreszenz junger Seerosenblatter wird an 
ausgewachsenen Blattern dieser Art durch eine grellgriine Fluoreszenz 
tberdeckt. Die jiingeren hellgriinen Blatter von Homelantus populi- 
folius zeigen eine schéne Fluoreszenzsteigerung und Abfall, die an 
alteren blattern durch eine blaue Fluoreszenz fast vollkommen iiber- 
deckt sind. 

Man darf allerdings bei der Auswahl der Blatter zu Fluoreszenz- 
versuchen nicht tibersehen, dal diese in ihren verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien beziiglich der Entwicklung der inneren, fiir die Assimi- 
lation wesentlichen, Faktoren nicht gleichwertig sind. Als Versuchs- 
pflanzen wird man deshalb soleche wahlen, bei denen auch an voll ent- 
wickelten Blittern die Fluoreszenzinderungen besonders ausgepragt zu 
sehen sind. EKinige solcher Pflanzen sind in Tabelle 1 angefiihrt. Bei 
der Wahl der Blatter ist noch zu bedenken, daB der Standort und die 
Umgebungsbedingungen fiir die Ausbildung der Blatter eine ausschlag- 
gebende Rolle spielt. Ein und dieselbe Pflanze kann im Gewachshaus 


Tabelle I. 








Aspidium faleatum 
Microlepia plathyphyllos 
Ageratum mexicanum 


Fitonia Verschaffeltii var. argironeura 


Salvia splendens 
Lamium album 
Glechoma hederaceum 
Klugia zeylonica 
Homelantus populifolius 
Mercurialis annua 
Impatiens sultanii 


Biochemische Zeitschrift Band 274. 


Averrhoa carambola 
Pelargonium zonale 
Tropaeolum majus 
Vinca majus 

Urtica dioica 
Parietaria officinalis 
Parietaria ramiflora 
Elatostema sessile var. 
Polygonum aubertii 
Ficus quercifolia 
Piper umbellatum 


29 


ulmifolia 
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prachtig fluoreszierende Blatter gleichmaBig entwickeln, wahrend die 
zum Vergleich im Freien gezogenen Exemplare ganz unbrauchbar sind. 
Gewisse Begonien, Brennessel u. a. sind Beispiele hierfir. 

Bis auf wenige Ausnahmen fluoreszieren die Unterseiten der Blatter 
viel heller als die Oberseiten. Die schtitzende Oberhaut mindert meist 
die Intensitat des zu den Chloroplasten gelangenden Ultraviolettlichtes 
stark herab. Deshalb wurde in den meisten Versuchsreihea das Fluores- 
zenzverhalten der Blattunterseiten beobachtet. Die Fluoreszenz kommt 
hier aus Chloroplasten, die im Schwammparenchym liegen. Das locker 
gebaute Zellgewebe ist gut durchliftet und grenzt unmittelbar an die 
die Spalt6ffnung tragende Unterhaut. Es gibt auch Pflanzen, besonders 
solche, die im Gewachshaus gewachsen sind, als Beispiele nennen wir 
die Begonie und die Paretaria officinalis und ramiflora, die ausgezeichnete 
Versuchspflanzen sind, und bei welchen der Unterschied im Fluoreszenz- 
verhalten von Ober- und Unterseite nur ganz unbedeutend ist. 

Gegeniiber den meisten Laubblattern zeigen viele niedere Pflanzen, 
wie Algen und Farne, ferner auch Wasserpflanzen, wie Sagittaria 
und Valisneria-Arten ein abweichendes Verhalten. Der aui den Fluores- 
zenzanstieg A—B folgende Fluoreszenzabfall B—C (Abb. 1) verlauft 
bei diesen Pflanzen auffallend rasch. 

Das Hauptergebnis dieser ersten Untersuchung ist: Die gleich nach 
dem Belichten griimer Pflanzen oder Pflanzenteile zu beobachtende 
Folge von Helligkeitsinderungen der Chlorophyllfluoreszenz, wie sie 
die Kurve I schematisch darstellt, ist eine allgemeine, charakteristische 
Kigenschaft lebender, griimer Pflanzen. Als solche ist ihre genaue 
Erforschung von allgemeiner Bedeutung, die noch erhéht wird durch 
den Hinweis auf einen direkten Zusammenhang dieser Fluoreszenz- 
erscheinungen mit der Kohlensdureassimilation. 


Zum SchluB méchten wir allen denen besonders herzlich danken, 
die unsere Arbeit durch ihre gitige Unterstiitzung geférdert haben: 
der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, der Geselischaft der 
Freunde der Universitat Heidelberg und der I. G. Farbenindustrie 
Ludwigshafen und Oppau. 














Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensiureassimilation. 
Von 
Hans Kautsky. 


II. Mitteilung!: 

H. Kautsky und H. Spohn: 1. Apparatur zur vergleichenden Messung der 
Fluoreszenziinderungen lebender Blitter. 2. Der EinfluB der Temperatur 
auf die Fluoreszenzkurve. 

(Aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 19. Oktober 1934.) 

Mit 9 Abbildungen im Text. 


1. Apparatur zur vergleichenden Messung der Fluoreszenzinderungen 
lebender Blitter. 

Die in der ersten Mitteilung beschriebene einfache Methode, zeitliche 
Fluoreszenzinderungen belichteter Blatter dadurch deutlich zu machen, 
daB die Fluoreszenzen verschieden lang belichteter Halften eines Blattes 
unter der Analysenquarzlampe miteinander verglichen werden, ist fiir 
orientierende Feststellungen recht brauchbar. Sobald aber vergleichend 
gemessen. werden soll, miissen sich die Blatter unter genau definierten, 
konstanten Umgebungsbedingungen befinden. Die Untersuchung des 
Kinflusses verschiedener AuBenfaktoren auf die Fluoreszenzkurven der 
Blatter erfordert unbedingt eine raumliche Trennung der beiden Blatter 
oder Blatthalften, indem jedes Blatt fiir sich in eine temperatur- 
konstante geschlossene Bestrahlungskammer gebracht wird, durch 
welche ein Gasstrom bestimmter Zusammensetzung und geniigender 
Strémungsgeschwindigkeit flieBt. Eine optische Vorrichtung erlaubt 
es, die beiden fluoreszierenden Oberflachen der in den getrennten 
Kammern befindlichen Blatter, gemeinsam so ins Gesichtsfeld zu bringen, 
daB sie ohne Zwischenraum unmittelbar aneinander grenzen, wie bei 
der direkten Beobachtung der beiden Halften eines einzigen ungeteilten 
Blattes. Nur so ist es méglich, die Fluoreszenz zweier Blatter oder Blatt- 
halften, die sich unter verschiedenen definierten AuBenbedingungen 
befinden sollen, zu vergleichen. 


Das Prinzip der Apparatur. 


Die von den in den Belichtungskammern befindlichen Blattern I 

und IJ (Abb. 1) ausgestrahlte Fluoreszenz gelangt in das Glasprisma Pr* 

1 [, Mitteilung: diese Zeitschr. 274, 423, 1934. — * Die Verwendung 

eines total reflektierenden Prismas wurde uns freundlichst von der 

Firma Zeiss, welche auch das Prisma geliefert hat, vorgeschlagen, an Stelle 

eines von uns dort bestellten scharfkantigen versilberten Spiegelprismas. 
29 * 
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und wird in diesem total reflektiert. Die punktierten Linien bezeichnen 
den Weg des Fluoreszenzlichtes. Die Kante S des Prismas ist so fein 
geschliffen, dab bei der Beobachtung durch das innen geschwarzte 
tohr R, in welches man durch eine blickrichtende, einfache Blende 
schaut, die fluoreszierenden Blattoberflachen I und II unmittelbar 
aneinander grenzend ohne Trennungslinie zu sehen sind. In der Ab- 
bildung ist zu unterst ein halb schwarzer 

I I Kreis eingezeichnet; durch ihn soll das Bild 

| vorgestellt werden, welches einem vor Augen 
L\pm steht, wenn Blatt I nicht fluoresziert, im Gegen- 
satz zu dem hell fluoreszierenden Blatt II. 


R Der Aufbau der gesamten Apparatur (Abb. 2). 


Das Prisma, wie in Abb. 1 mit Pr bezeichnet, 
J ist auf einem kleinen, verstellbaren Stativ St 
rae Ja durch Metallfedern festgehalten; Stellschrauben 
ermoéglichen eine genau waagerechte Einstellung 
¥ des Prismas. Hinter dem Prisma ist durch L 

Strahlengang des Fluoreszenz- : : : 
lichtes der Blitter in der Halb- “ie Lichtquelle angedeutet, eine Heraews-Hoch- 
schattenapparatur. druckquecksilberlampe von 220 Volt und 3,5 Amp. 
Die Lampe befindet sich in einem geschlossenen 
Blechkasten. Dieser besitzt zwei seitliche Offnungen, welche mit Ultra- 
violett-Schwarzglasfiltern F 1 und F2_= gleicher Durchlassigkeit ver- 





Abb. 1. 
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Abb. 2. 
Apparatur zur vergleichenden Messung der Fluoreszenziinderungen lebender Blatter. 








schlossen sind. Das die Filter durchdringende ultraviolette Licht der 
Quecksilberlampe fallt auf die Kammern K 1 und K 2 und _ bestrahlt 
die darin ausgebreiteten Versuchsblitter. Damit die Lampe nicht 
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zu heiB wird und erlischt, muB sie gekiihlt werden. Ein Féhn besorgt dies, 
der mit Hilfe eines Vorschaltwiderstandes reguliert wird. Durch weite, 
leicht abnehmbare Blechrohre blast die Luft aus dem Féhn in den Lampen- 
kasten und wird aus diesem direkt in den Abzug geleitet (4). Der Weg 
des Lichtes geht von der Quecksilberlampe L aus, durch die Ultraviolett- 
filter F 1 und F 2 nach den Blattern in K 1 und K 2. Daselbst erregt es 
die rote Fluoreszenz der Blatter. Das Fluoreszenzlicht gelangt in das 
Prisma Pr, wird dort total reflektiert 





und tritt senkrecht zur Papierebene Filaumklerdung 
aus dem Prisma aus. Das Beob- 

achtungsrohr FP (siehe Abb. 1) ist in Blende 
Abb. 2 der Ubersichtlichkeit halber Glasplatie Filzshiick 





weggelassen. Zu erwahnen wire noch 
die in Abb. 1 angedeutete Metall- A 
scheibe B, welche dafiir sorgt, da | 
kein stérendes Licht seitlich des Rohres | 
ins Auge gelangt. 

Rechts und links von der Lampe | 
stehen auf einem Gestell aus starken | 
Winkeleisen die beiden Thermostaten, H 
in deren Wand die Kammern K 1 und 
K2 eingenietet sind. Der Abstand ‘i —¥ 
der beiden Kammern’ voneinander 
betragt 30cm. Genau in der Mitte Abb. 3. 
zwischen K 1 und K 2 steht die vertikal Vorderwand des Thermostatenkastens 
gestellte Brennréhre der in dem mit Versuchskammer in Aufsicht. 
Blechkasten montierten Lampe. Der 
Thermostat besteht im wesentlichen aus drei Teilen: 1. einer Kammer K, 
welche das Blatt enthalt, 2. aus einer Reihe von GefaBen G 1, G 2, G 3, in 
welchen der Gasstrom, der in die Kammer K gelangt, bei der gegebenen 
Thermostatentemperatur mit Feuchtigkeit gesattigt wird, 3. aus den Vor- 
richtungen zur Konstanthaltung der Temperatur. 

Zu 1: Die Kammern K 1 und K 2 sind 5mm tiefe Dosen aus Dur- 
aluminium (Wandstarke 5mm, Durchmesser 100 mm) mit zwei Bohrungen 
fiir Ein- und Austritt des Gasstromes, bedeckt mit einer aufgeschliffenen, 
nicht fluoreszierenden Glasplatte Gl 1 und Gl 2, welche durch Federn an- 
gedriickt wird. Das auf sein Fluoreszenzverhalten zu untersuchende Pflanzen- 
material, meist Blatter, wird an den Aluminiumboden der Kammer be- 
festigt (Abb. 3). Vor der Glasplatte, welche die Kammern K 1 und K 2 
schlieBt, befindet sich eine kreisrunde, schwarze Metallblende, welche durch 
einen an der Thermostatenwand befestigten Hebel rasch hochgezogen und 
ebenso gesenkt werden kann. Mit dem Hochziehen setzt die Belichtung 
des Blattes ein, mit dem Herabfallen der Blende wird sie abgebrochen. 

Zu 2: Der Gasstrom, welcher die Blatter in den Kammern dauernd 
umspiilt, wird mit Feuchtigkeit gesaittigt. G1 bis G3 (Abb. 2) sind mit 
Wasser gefiillte GefaBe, durch welche der meist einer Bombe entnommene 
Gasstrom bestimmten Sauerstoff- und Kohlendioxydgehalts, mittels Sieb- 
platten fein zerteilt, hindurchgetrieben wird. Das auf diese Weise mit 
Feuchtigkeit gesaittigte Gas durchstrémt die Kammern K 1 und K 2. Die 
Geschwindigkeit des Gasstromes wird nach dem Verlassen der Apparatur 
durch Rotameter dauernd kontrolliert. Vor dem Eintritt in das Rotameter 
wird das feuchte Gas in einem groBen Chlorcalciumturm getrocknet. 

Zu 3: Der Thermostat ist mit so viel Wasser gefiillt, daB alle Leitungen 
und Hahne vom Wasser umgeben sind, der Gasstrom somit iiberall die 
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Temperatur des Thermostaten hat. Unser Thermostat wird mit Gas geheizt, 
ein Toluol-Quecksilber-Thermoregulator 7’ R sorgt fiir die Konstanz der 
Temperatur. / ist ein Riihrer, 7h ein Thermometer. Die Thermostaten 
sind zum besseren Warmeschutz mit dickem Filz umkleidet; auch die 
Kammern werden mit einem eigenen Stiick Filz bedeckt, welches so aus- 
geschnitten ist, daB nur eine kreisrunde Offnung fiir die Bestrahlung des 
Blattes und die Beobachtung seiner Fluoreszenz bleibt (Abb. 3). 

Vor der Ausfiihrung der Messungen ist es notwendig sich davon zu 
iiberzeugen, da das Prisma richtig eingestellt ist. Die Einstellung erfolat 
in der Weise, daB in die beiden offenen Kammern K 1 und K 2 je eine 
kreisrunde Pappscheibe vom Durchmesser der Kammer gedriickt wird. 
Auf die Pappscheibe wird vorher ein Kreuz gezeichnet, welches dieselbe in 
vier genau gleiche Sektoren teilt. Mit Hilfe eines Lotes wird, indem man 
die Pappscheibe dreht, das Kreuz genau auf senkrecht und waagerecht 
gerichtet. Das Prisma befindet sich dann in der richtigen Lage, wenn beim 
Hindurehschauen durch das Rohr 2 (Abb. 1) die scharfe Prismenkante S 
mit den Senkrechten der beiden Kreuze von AK, und K, zusammenfallt und 
die Waagerechten so aneinander schlieBen, daB nur eine einzige Waagerechte 
durch den Mittelpunkt gehend das kreisférmige Gesichtsfeld durchschneidet. 
Nach richtiger Einstellung werden Prisma und Stativ unverriickbar be- 
festigt. 

Vorbereitung der Versuche. 

Die Grundsatze fiir die Wahl des Pflanzenmaterials wurden zum 
Teil schon in der ersten Mitteilung besprochen'. MaBgebend ist in 
erster Linie die Reinheit und das besonders scharfe Hervortreten der 
Fluoreszenzinderungen, die unmittelbar nach dem Einsetzen der Be- 
lichtung beobachtet werden. Dies zu erreichen, ist es weitaus am 
giinstigsten, die Versuchspflanzen unter milden, gleichmaBigen Be- 
dingungen im Pflanzenhaus zu ziehen. Entsprechend der GréBe und 
Form der Versuchskammern wird man Blatter von Pflanzen bevor- 
zugen, deren GréBe und Form passend ist. Ferner wird man Versuchs- 
objekte vermeiden, die stark hervortretend geddert, oder deren Blatter 
stark gefiedert oder eingeschnitten sind. Nachdem wir festgestellt 
hatten, daB die zeitlichen Fluoreszenzinderungen eine allen Pflanzen 
gemeinsame Eigenschaft sind, konnten wir uns fiirs erste darauf 
beschranken, einige wenige, besonders giinstige Pflanzen fiir unsere 
Versuche auszuwahlen. Fir den GroBteil der Versuche verwendeten 
wir Parietaria officinalis und ramiflora, Ageratum mexicanum und 
Pelargonium zonale. In den nachfolgenden Mitteilungen kommt auch 
noch das Verhalten anderer Pflanzen zur Sprache. 

Zur Vorbereitung eines Versuchs werden tadellose, gut entwickelte 
Blatter im Pflanzenhaus gepfliickt und in ein geschlossenes Blech- 
kastchen auf nasses Filtrierpapier gelegt. Darin bleiben die Blatter am 
besten 1/, Stunde, in welcher Zeit sie vollkommen ausgeruht und fiir 
die Fluoreszenzuntersuchungen geeignet sind. 


! J. Mitteilung: diese Zeitschr. 274, 423, 1934. 
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Inazwischen haben wir durch Kippen des ganzen Lampenkastens 
die Quecksilberlampe geziindet, so daB sie genau vertikal stehend 
brennt. Mit Hilfe eines Vorschaltwiderstandes und des Féhns reguliert 
man sie so ein, dafS waihrend des ganzen Versuchs das Amperemeter 
konstant 3,4 Amp., das Voltmeter 130 bis 135 Volt anzeigt. Konstanz 
der Lichtintensitat wahrend eines Versuchs ist eine unbedingte Voraus- 
setzung. Die Vorbereitungen erstrecken sich ferner auf die Einstellung 
einer konstanten Temperatur im Thermostaten, mit Hilfe des Thermo- 
regulators. Fur Temperaturen unterhalb der Zimmertemperatur, bis 
etwa 10°, JaBt man Wasser, welches eine eisumgebene Kiihlschlange 
durchstrémt, in den Thermostaten mit geeigneter Geschwindigkeit 
flieBen. Durch Zusatz gréBerer Mengen kleiner Eisstiickchen zu dem 
Thermostatenwasser kénnen Temperaturen bis gegen 0° erreicht werden. 
Das Wasserniveau des Thermostaten wird dadurch konstant gehalten, 
dab gerade tiber dem Wasserspiegel ein offenes Glasrohr endet, welches 
an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist. 

Brennt die Lampe und ist die Temperatur einreguliert, dann wird 
aus einer vorbereiteten Bombe ein Gasstrom mit einer Geschwindigkeit 
von 10 Litern pro Stunde durch die GefaBe G,, G. und G, und durch die 
Kammern A, und K, geleitet und die richtige Geschwindigkeit der 
beiden austretenden Gasstr6me dauernd durch die geeichten Rotameter 
kontrolliert. Wenn es sich nicht um Versuche unter besonderen Be- 
dingungen handelt, mengen wir, um dem Blatt giinstige Lebensbedin- 
gungen zu gewahren, der Luft 4° Kohlenséiure zu. Die Versuchsgase 
werden gewoéhnlich in Gasbomben entsprechend ihren Partialdrucken 
gemischt und die Bomben zur restlosen Vermengung der Bestandteile 
einige Tage in waagerechter Lage, unter 6fterem Umdrehen, aufbewahrt. 
Kine Analyse gibt erst genaue Auskunft tiber die Zusammensetzung des 
Gasgemisches. 

Die Apparatur ist jetzt so weit vorbereitet, daB die ausgeruhten 
Blatter in die Versuchskammern A, und A, gebracht werden kénnen. 
Das Zimmer muB hierfiir, soweit es angeht, verdunkelt sein. Nachdem 
uns eine gréBere Anzahl von Versuchen bewiesen hat, da das Zer- 
schneiden von Blattern keinen EinfluB8 auf die Intensitat und den 
Verlauf der Fluoreszenzinderungen ausiibt, haben wir es vorgezogen, 
fiir einen vergleichenden Versuch die beiden Halften eines einzigen 
Blattes zu benutzen. Wir sind dadurch unabhangig von inneren Unter- 
schieden, die in zwei verschiedenen Blattern vorhanden sein kénnen 
und die sich in dem Fluoreszenzverhalten auswirken wiirden. 

Kin ausgeruhtes Blatt wird vorsichtig der Lange nach mit einem 
tasiermesser halbiert und je eine Halfte so in je eine der Kammern 
gelegt, daB im Beobachtungsrohr die beiden Halften ohne Zwischenraum 
ungefaihr wieder zu einem Blatt zusammengefiigt erscheinen. Wahrend 
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des Einlegens der Blatthalften in die Kammern wird das Licht der 
Quecksilberlampe, um das Blatt davor zu schiitzen, durch Papp- oder 
Metallscheiben abgeschirmt. Das Einlegen der Blatthalften in die 
Kammern geschieht entweder auf die Weise, daB das Blatt oben und 
unten durch zarte Aluminiumfedern angedriickt wird, so daB es flach aus- 
gebreitet ist, oder dadurch, daB die Oberseite des Blattes vorher be- 
feuchtet wird, wodurch es bei sanftem Andriicken an die Riickwand der 
Kammer kleben bleibt. Das Blatt wird immer so eingelegt, daB die 
Unterseite zur Belichtung kommt. Das bietet mehrfache Vorteile. Meist 
zeigt die von AuBeneinfliissen geschiitztere Blattunterseite die Fluores- 
zenzerscheinungen in ausgesprochenerem Make. Auf der Unterseite 
befinden sich aber auch die den Gasaustausch regelnden Spaltoffnungen, 
und es ist wichtig, daB gerade der Gasstrom konstanter Zusammen- 
setzung staindig diese Spaltéffmungen umspiilt. Es wiirden sicher 
Stérungen in dem Gasaustausch stattfinden, wenn das Blatt mit der 
Unterseite der Wand der Kammer anliegen wiirde. 

Sind die Blatter richtig eingelegt, dann werden die Kammern mit 
den aufgeschliffenen, eventuell im Schliff gefetteten, Glasplatten ge- 
schlossen und, um ein Abgleiten zu verhindern, starke Metallfedern 
gegen die Glasplatten gedriickt (Abb. 3). Eine Filzplatte mit einem der 
Kammer angepabten kreisrunden Ausschnitt wird iiber die Glasplatte 
und einen Teil der Vorderwand des Thermostaten gelegt und einfach 
mit Stecknadeln an den Filz, welcher den Thermostaten umgibt, an- 
geheftet. Vor die filzeingerahmte, glasbedeckte Offnung, hinter welcher 
das Blatt sichtbar ist, ]4Bt man die schwarze Metallblende herab. Jetzt 
kénnen die beim Einlegen des Blattes als Lichtschutz vor die Queck- 
silberlampe gestellten Pappscheiben entfernt werden, weil die Blenden 
diese Aufgabe iibernommen haben. Einige Zeit wartet man noch ab, 
um das Blatt auf die gewiinschte Temperatur zu bringen und um Blatt 
und Kammer vollkommen mit dem Versuchsgas durchzuspiilen; dann 
ist der Versuch vorbereitet. 

Man beobachtet im verdunkelten Raum. Mit ausgeruhtem Auge 
sieht man in das Rohr R (Abb. 1). Der Versuch beginnt mit dem ruck- 
artigen Heben der Blenden, je nach Art des Versuchs beider Blenden 
gleichzeitig oder nacheinander einen bestimmten Zeitpunkt nach dem 
Offnen der ersten Blende abwartend. Es ist vorteilhaft, vor das Beob- 
achtungsrohr bei normalsichtigem Auge eine Linse  (Brillenglas 

3 Dioptr.) anzubringen. Mit dieser kiinstlichen Kurzsichtigkeit 
sieht man die beiden Halbschattenfelder bei ungleicher Fluoreszenz- 
helligkeit jedes in sich homogen, beide aber scharf voneinander getrennt. 
Das normalsichtige Auge erkennt jede Einzelheit der Blattoberflache, 
vor allem die oft stark hervortretenden Blattnerven, und das stért bei 
einem Vergleich sehr geringer Helligkeitsunterschiede erheblich. Will 
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man, was meist aber nicht nétig ist, fremde Fluoreszenzen, die meist 
kurzwellig sind, eliminieren, dann empfiehlt es sich, ein planparalleles 
Fliissigkeitsfilter mit Kaliumbichromatlésung vor die Beobachtungs- 
6ffnung zu stellen. 


Bevor wir unsere Beobachtungen anstellten, muBte noch eine Reihe 
von Fehlerquellen untersucht bzw. ausgeschaltet werden. Wir konnten 
sicher sein, daB sich der Apparat in gebrauchsfahigem Zustande be- 
findet, wenn an den beiden Halften eines Blattes, von denen eine in 
der Kammer K,, die andere in Kammer K, befestigt wurde, bei iiber- 
einstimmenden Temperaturen genau der gleiche zeitliche Verlauf der 
Fluoreszenzinderungen zu beobachten ist. AuBer der iibereinstimmenden 
Temperatur sind weitere Vorbedingungen fiir vergleichbare Zusténde 
der Blatthalften: gleiche Bestrahlungsintensitat und gleiche Zusammen- 
setzung und Strémungsgeschwindigkeit des Gasgemisches, welches zu 
dem Versuch verwendet wird. Waren diese Bedingungen erfiillt, dann 
konnten die beiden Blatthalften in mehreren Versuchen auch gegen- 
einander vertauscht werden, immer ergab sich eine volle Cbereinstimmung 
im Fluoreszenzverhalten der beiden. 


Die Thermostatentemperatur laBt sich auf 0,1° genau einstellen; 
es fragt sich jedoch, ob das Blatt im unbelichteten, vor allem aber auch 
im belichteten Zustande in der Kammer dieselbe Temperatur wie das 
Thermostatenwasser besitzt. Kleine Thermometer, passend in der 
GréBe, um in die Kammern eingelegt zu werden, wurden dazu benutzt, 
die Thermostatentemperatur mit der Temperatur der Blatter in den 
Kammern zu vergleichen. Die Temperaturen wurden in den unbelich- 
teten, wie besonders auch in den belichteten Kammern auf der dem 
Lichte zugekehrten, als auch auf der dem Lichte abgewandten Seite 
der Blatter gemessen. Eine Abweichung der Temperatur der Blatter 
von der im Thermostaten gemessenen findet sich nur bei belichteten 
Blattern. Sie tibersteigt die Thermostatentemperatur bis zu 0,5°, fallt 
aber bei den Beobachtungen nicht ins Gewicht. 


Wie man fiir eine gleichmaBige Zusammensetzung des Versuchs- 
gases sorgt und seine Bestandteile ermittelt, ist schon friiher zur Sprache 
gekommen. Es fragt sich noch, wie sehr die Str6mungsgeschwindigkeit 
die Fluoreszenzerscheinungen der Blatter beeinfluBt. Die Strémungs- 
geschwindigkeit muB so groB sein, dab in einem gréBeren Geschwindig- 
keitsbereich eine Zu- oder Abnahme derselben in der Fluoreszenz nicht 
zum Ausdruck gelangt. Fiir die in Tabelle I angegebenen Verhaltnisse 
ist, wie man sieht, eine Strémungsgeschwindigkeit von 10 Litern pro 
Stunde weitaus geniigend. Auch in anderen Versuchen fanden wir 
Gleiches, so daB sich alle Versuche, wenn nichts besonderes bemerkt ist, 
auf eine Stroémungsgeschwindigkeit von 10 Litern in der Stunde beziehen. 








442 H. Kautsky: 


Tabelle I. 





Stroémungsgeschwindigkeit in Liter pro Stunde Vergleich der Fluoreszenzhelligkeit 
; su Fi beider Blatter in Ay und Ks 
ky Ke ‘ 
15 15 Kein Unterschied 
15 10 
15 5 Ss - 
15 1 Geringer Unterschied, A, etwas heller 


Die Lichtintensitat muB, um die Erscheinungen der Fluoreszenz- 
ainderung auffallig sichtbar zu machen, groB sein. Das Blatt befindet 
sich 15em vom Mittelpunkt der Quecksilberlampe entfernt. Damit 
beide Blatthalften mit gleicher Intensitét bestrahlt werden, miissen 
die Ultraviolettfilter F 1 und F 2 (Abb. 2) genau gleiche Ultraviolett- 
durchlassigkeit haben. Darauf haben wir besonders geachtet. 

Zuletzt stellen wir noch die Frage, ob sich ein einmal durchgefiihrter 
Fluoreszenzversuch an ein und demselben Blatt — gleiche Bedingungen 
vorausgesetzt — mehrmals mit dem gleichen Ergebnis wiederholen 
laBt. Versuche beantworten diese Frage dahin, daB bei geniigender 
Beruhigungszeit der Blatter ein Versuch mit dem genau gleichen Er- 
gebnis oftmals wiederholbar ist. Bei langwahrenden, ununterbrochenen 
Belichtungszeiten von etwa °/, Stunden an treten jedoch Stérungen 
auf, die vermutlich auf Schadigungen der Blatter durch eine zu lange 
dauernde intensive Ultraviolettbestrahlung zuriickzufiihren sind. 

Die vorstehende Apparatur gestattet Fluoreszenzintensitaten nur 
relativ gegeneinander abzuschaitzen, wahrend die Zeiten der in ver- 
schiedenem Sinne verlaufenden Fluoreszenzinderungen mit der Stopp- 
uhr gemessen werden kénnen. Eine neue Apparatur, welche licht- 
elektrisch die Lichtintensitéten und die Zeiten der sich andernden 
Fluoreszenzhelligkeiten objektiv registrierend zu messen erlauben soll, 
ist zur Zeit im Bau. 


2. Der Einflu8 der Temperatur auf die Fluoreszenzkurve. 

Wir erinnern an das Ergebnis der I. Mitteilung: In den chlorophyll- 
haltigen Organen der Pflanzen spielen sich Vorgange ab, die durch 
eigentiimliche Intensitatsénderungen der Chlorophylifluoreszenz sichtbar 
zum Ausdruck gelangen (1. Mitteilung, Abb. 1: diese Mitteilung, Abb. 4, 
Kurve 30°). Diese Intensitétsinderungen beobachtet man an den 
Pflanzenobjekten unmittelbar nach dem Emsetzen der Belichtung: 
Innerhalb der ersten Sekunde steigt die Fluoreszenzintensitat von einer 
sehr geringen Helligkeit A ausgehend stark an (Fluoreszenzanstieg A — 4). 
Nach dem Erreichen der maximalen Helligkeit B findet eine Umkehr 
statt, indem die Intensitét abnimmt und in einigen Minuten zu einer 
sehr weitgehenden, konstant bleibenden Tilgung der Fluoreszenz fiihrt 
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(Fluoreszenzabfall B—C). Aus dem Auf- und Absteigen der Kurveniste 
geht hervor, daf es nicht ein einheitlicher, nur in einem Sinne ver- 
laufender Vorgang sein kann, der den Fluoreszenzinderungen zugrunde 
liegt. Ks wird sich vielmehr um eine zeitliche Aufeinanderfolge ver- 
schiedener Einzelvorgange handeln, die mit fortschreitender Belichtungs- 
zeit zusammenwirken und vermutlich zu einem stationaren Zustand 
C—D fihren. Der Verlauf der Kurve wird durch die gegebenen inneren 
und auBeren Faktoren (Temperatur, 














Kohlensiiurekonzentration,  Licht- . 

intensitét usw.) bestimmt. Eine £ 

Anderung dieser Faktoren muB dem- 2 

nach in der Kurve zum Ausdruck 8 

kommen, und zwar nicht in gleicher : 

Weise fiir alle Kurventeile, weil die & +Sek' Minghen 

Kinfliisse der veranderten Versuchs- iy fa D 


bedingungen die verschiedenartigen —> Belichtungszeit 


Vorginge, die den auf- und ab- _ Abb. 4. 

Pes “ , Einfluf{ der Temperatur auf die Fluo- 
steigenden Kurventeilen zugrunde reszenzkurve griiner Blitter bei 0° und 
liegen, sicher in ganz verschiedener $0° in dor Retichtungenelt 4—D. 4-3 

a? ner ‘ ‘ ‘ ’ = Fluoreszenzanstieg: B—C Fluo- 
Weise beeinflussen. Die Geschwin- reszenzabfall. 


digkeiten dieser einzelnen Vorgange 

werden eine verschiedene Temperaturabhangigkeit besitzen. Voraus- 
sichtlich andert sich die Geschwindigkeit des Fluoreszenzanstieges A — B 
bei veranderter Temperatur in anderer Weise als derjenige des zeitlich 
darauffolgenden Fluoreszenzabtalles B—C. Eine solche Trennung und 
Charakterisierung bestimmter Vorginge in Chloroplasten durch das 
verschiedene Verhalten ihrer FluoreszenziuBerungen gegeniiber ver- 
finderten Umgebungsbedingungen herbeizufuhren, ist der Sinn der 
folgenden Untersuchung: Uher den KinfluB der Temperatur aut die 
zeitlichen Fluoreszenzanderungen lebender Blitter. 


Qualitative Vorversuche. 

Wir bringen unter die Analysenquarzlampe dicht nebeneinander 
ein Stick Kis mit ebener Oberflache und ein schwarzes Metallblech, 
welches unter der Lampe etwa 25° warm wird. Vorliutig schalten wir 
das Licht der brennenden Lampe dadurch aus, daB wir mit einer licht- 
undurchlassigen Scheibe die Belichtungséffnung verdecken. Die beiden 
Oberflaichen verschiedener Temperaturen sind vorbereitet worden, um 
zwei gleichartigen, ausgeruhten Pelargoniumblattern verschiedene 
Temperaturen zu erteilen. Das auf das Eis gelegte Blatt wird nahe 
auf 0° abgekiihIt, das andere auf dem Blech befindliche nimmmt ungefahr 
die Temiperatur des Bleches an. Beide Blatter sind, soweit es angeht, 
nahe nebeneinander geriickt und werden gemeinsam mit einem schwarzen 
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Metallblech tiberdeckt. Wir entfernen dann die lichtundurchlassige 
Scheibe, so daB das Ultraviolettlicht der Lampe direkt das die Blatter 
bedeckende Metallblech bestrahlt. Alsbald beginnt der Versuch. Durch 
vorsichtiges, aber rasches Wegziehen des Metallbleches legen wir etwa 
ein Viertel der Gesamtoberflache jedes Blattes frei. Im Augenblick, 
wo das Ultraviolettlicht auf die Blatter fallt, gliiht eine hellrote Fluores- 
zenz auf. Der Fluoreszenzanstieg (Abb. 4) ist erst dann wirklich deutlich 
zu beobachten, wenn gleich, nachdem die beiden belichteten Blattober- 
flachen ihre gréBte Helligkeit erreicht haben, das Metallblech wieder 
ein Stick weiter, vielleicht bis zur Entblo8ung der Halfte der Blatter, 
verschoben wird. Die neu frei werdenden Oberflachen der neben- 
einanderliegenden Blatter erscheinen beide im ersten Augenblick fast 
schwarz, im Gegensatz zur hellen Fluoreszenz der eben ganz 
kurz vorbelichteten Blattvierteln. Der Fluoreszenzanstieg A—B 
ist jetzt wundersch6n zu sehen. Schon in einer Sekunde fluoreszieren 
die beiden blatthalften gleichmaBig mit groBer Helligkeit. Das 
Erreichen der maximalen Fluoreszenzhelligkeit B beansprucht in 
beiden Blattern verschiedener Temperaturen die gleiche Zeit von etwa 
1 Sekunde. 

So qualitativ die Versuche sind, gewinnt man doch aus ihnen den Ein- 
druck, daB Anderungen der Temperatur in einem weiten Bereich den 
zeitlichen Verlauf des Anstieges A—B der Blattfluoreszenz nur wenig 
oder gar nicht beeinflussen. 

Wie verhalt sich der auf den Fluoreszenzanstieg folgende Abfall 
der Fluoreszenz B—-C bei Anderangen der Temperatur? Wir setzen 
unseren einfachen, eben begonnenen Versuch zur Beantwortung dieser 
‘Frage fort. Belichten wir die beiden unbedeckten, schon belichteten 
Blatthalften Jangere Zeit weiter, so gelangen wir zu dem Zustand kon- 
stanter, geringer Fluoreszenz der Blatter, den der Kurventeil C—D 
veranschaulicht; er ist fiir beide Blatter verschieden: das auf 0° ab- 
gekihlte Blatt bleibt bei noch so langem Belichten konstant heller 
als das warmere Blatt. Die erreichten geringen, konstanten Fluoreszenz- 
intensitaéten dienen uns als Vergleichshelligkeiten fiir die Beobachtung 
des Verlaufes des Fluoreszenzabfalles beider, vorlaufig noch bedeckten 
Blatthalften. Wir entfernen das Metallblech: die beiden bisher nur zur 
Halfte belichteten Blatter sind jetzt mit ihrer gesamten Oberflache der 
Ultraviolettbestrahlung ausgesetzt. Im ersten Augenblick erscheint 
die ganze Oberflache beider Blatter dunkel, in 1 Sekunde darauf erreicht 
die Fluoreszenz der beiden neubelichteten Blatthalften gleichzeitig ihr 
Maximum der Fluoreszenzhelligkeit. Die beiden Blatter sehen halb 
schwarz, halb rot aus. Aufmerksam beobachten wir nun die Fluoreszenz 
beider Blatter, von der wir wissen, daB sie nach einiger Zeit auf die 
geringe Intensitaét der vorbelichteten Vergleichshalften sinken wird. 
Bald nachdem gemeinsam die maximale Helligkeit erreicht ist, macht 
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sich ein Helligkeitskontrast zwischen den beiden hellfluoreszierenden 
Blatthalften bemerkbar. Wahrend die des abgekiihlten Blattes noch 
unveradndert ihre grobe Helligkeit bewahrt (Abb. 4, Kurve 0°), dunkelt 
die Fluoreszenz der anderen (Kurve 30°), warmeren rasch zunehmend 
und erreicht in wenigen Minuten, jeden Kontrast verwischend, die 
geringe Vergleichshelligkeit der eigenen vorbelichteten Blatthalfte. 
Bis jedoch das auf 0° abgekiihlte Blatt keinen Unterschied der Helligkeit 
seiner beiden Halften mehr erkennen laBt, dauert es ein Vielfaches der 
Zeit, in welcher das wirmere Blatt dasselbe Ziel erreichte. 

Der zweite Teil des Versuchs mit den verschieden lange belichteten 
Blatthalften sagt aus, daB im Gegensatz zu dem Temperaturverhalten 
des Fluoreszenzanstieges A—B die Geschwindigkeit des Fluoreszenz- 
abfalles B—C sehr temperaturabhangig ist. Die Zeit des Fluoreszenz- 
abfalles wird durch Erhéhung der Temperatur stark abgekiirzt. Wir 
haben es fiir nétig erachtet, das Fluoreszenzverhalten sehr vieler 
Pflanzen in gleicher Weise auf seine Temperaturabhangigkeit zu priifen, 
wie es eben an dem Pelargoniumblatt auseinandergesetzt wurde; wir 
fanden immer ein dem Sinne nach iibereinstimmendes Verhalten. 

Wir erwahnen noch kurz die Einwirkung extrem hoher Tempera- 
turen auf die Fluoreszenz der Blatter. Ein durch langeres Vorbelichten 
in seiner Fluoreszenz vollkommen abgefallenes Blatt steigert, auf heiBen 
Sand gelegt, dessen Temperatur allmahlich auf iiber 60° gebracht wird, 
seine Fluoreszenz zu groBer Helligkeit. Vermutlich steht dies im Zu- 
sammenhang mit hemmenden Einfliissen der hohen Temperatur auf 
Vorginge im Chloroplasten. Ubrigens treten sehr bald sichtbare Zer- 
storungen in Form nichtfluoreszierender ‘Trocknungsflecken zutage. 


Messungen. 

Gemessen werden die Zeiten ¢t der charakteristischen Fluoreszenz- 
anderungen in Beziehung zur Temperatur #@. Wir bezeichnen die Zeit 
des Fluoreszenzanstieges A—B mit t,p, die des Fluoreszenzabfalles 
B—C mit tp~ und die gesamte Induktionszeit der Fluoreszenztilgung 
mit t4¢. 

In den zeitlichen Fluoreszenzinderungen wird der Ablauf  be- 
stimmter Vorginge im Chloroplasten sichtbar. Uns interessiert die 
Anderung der Geschwindigkeit dieser Vorgange in Beziehung zur 
Temperatur. Wenn beispielsweise die bei einer bestimmten Temperatur 
gemessene Zeit ¢,,, durch Erhéhung der Temperatur auf die Halfte, 
ein Drittel oder ein Viertel herabgesetzt wird, so verhalten sich die 
entsprechenden mittleren Geschwindigkeiten wie 2:3:4. Die Ge- 
schwindigkeiten werden durch die reziproken Werte der Zeiten aus- 
gedriickt: 1l/t,, ist die mittlere Geschwindigkeit des Fluoreszenz- 
anstieges, 1/t,,, die des Fluoreszenzabfalles und 1/t,,~ die des gesamten 
Vorganges innerhalb der Induktionszeit t , ¢. 
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Die Messungen werden in der im Abschnitt 1 dieser Mitteilung 
eingehend besprochenen Apparatur ausgefiihrt. Sie gewahrleistet ein 
Arbeiten unter konstanten Bedingungen. | Fiir die Versuche zur Fest- 
stellung der Temperaturabhangigkeit der einzelnen Teilvorgainge der 
Fluoreszenzkurve halten wir alle Bedingungen, mit Ausnahme dér 
Temperatur, konstant und wahlen sie, soweit sie nicht schon durch die 
Anordnung der Apparatur festgelegt sind, giinstig in bezug auf die 
Assimilationsfihigkeit der Versuchsblatter, indem wir dem Luftstrom, 
welcher tiber die Blatter streicht, 4°, Kohlendioxyd beimengen. Wir 
bestimmen die Zeiten des Fluoreszenzanstieges und Fluoreszenzabfalles 
fiir Temperaturen zwischen 0 und 40°. 

Nachdem wir uns in den qualitativen Vorversuchen iiberzeugt 
hatten, da die Wirkung der Temperaturinderungen auf die einzelnen 
Teile der Fluoreszenzkurve fiir alle Pflanzen dieselbe ist, beschrankten 
wir uns darauf, Messungen an Blattern von drei Pflanzen, und zwar 
Parietaria officinalis, Ageratum mexicanum und Pelargonium zonale 
durchzufiihren. Die Blatter dieser Pflanzen zeigen die geschilderten 
Fluoreszenzerscheinungen in besonders schénem und ausgeprigtem 
MaBe. 


Der Einfluf8 der Temperatur auf den Fluoreszenzanstieg A—B. 

Die Ausfiihrung der Messungen ist fiir jede Temperatur dieselbe. 
Die in den Kammern A, und Ky, (Abb. 2) befindlichen Blatthalften 
gleicher Temperatur bleiben so lange unbelichtet, als die Blenden vor 
den Fenstern der Kammern geschlossen sind. Die Zeit ty, wird wie 
folgt gemessen: wir blicken mit ausgeruhtem Auge in das Beobachtungs- 
rohr R des Halbschattenapparates Abb. 1. Durch rasches Hochziehen 
der Blende wird die eine Blatthalfte dem Licht ausgesetzt. In 1 bis 
2 Sekunden erreicht sie die maximale Helligkeit, die wir als Vergleichs- 
helligkeit benutzen. Alsbald 6ffnen wir ruckweise die zweite Blende 
und driicken gleichzeitig auf den Knopf der Stoppuhr. Im ersten Augen- 
blick sehen wir das kreisrunde Blickfeld scharf geteilt in eine hellrote 
und eine sehr dunkle Halfte. Erstere entspricht der hellroten Fluoreszenz 
des Vergleichsblattes, letztere der Anfangshelligkeit des Versuchsblattes. 
Mit groBer Geschwindigkeit hellt sich die dunkle Halfte auf, bis das 
Gesichtsfeld ohne Trennungslinie gleichférmig hellrot erscheint. In 
diesem Augenblick stoppen wir die Uhr und lesen die Zeit, in welcher 
der Fluoreszenzanstieg vor sich gegangen ist, ab. In Tabelle LI ist eine 
gréBere Zahl der zwischen 0 und 40° an Parietaria officinalis gemessenen 
Anstiegszeiten der Fluoreszenz eingetragen. Bei einiger Ubung gelingt 
es die Zeiten ty, auf 1); Sekunde genau zu messen. Aus den Zahlen 
der Tabelle ersehen wir ohne weiteres, dab ty, in dem gesamten Tem- 
peraturbereich von 0 bis 40° unverdndert dieselbe, namlich 1 Sekunde ist. 
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Tabelle Il. Die gemessenen Einzelwerte fiir die Zeit des 


Fluoreszenzanstieges t,p bei verschiedenen Temperaturen @. 





7) tap in Sekunden 4 t in Sekunden 
AB 


AB 
0° Ct. FE 8 ee 4 310 4, 4) 44 
5 ie oat ee ee ee 35 1, 1 
20 | Pa ate Aa a ee a a 40 1. 4. I 
25 ie , 


Die Geschwindigkeit des Fluoreszenzanstieges 1/4, bei ver- 
schiedenen Temperaturen wird durch Abb. 5 veranschaulicht. Die 
Gerade zeigt sinnfallig die Unverdnderlichkeit von 1/t, , fiir alle Tem- 
peraturen zwischen 0 und 40°. 

Bei den beiden anderen untersuchten Pflanzen ist das Ergebnis 
das gleiche, nur sind die Zahlenwerte um ein Geringes verschieden. 
Innerhalb der Temperatur von 0 bis 40° ist : 
t,, fiir Ageratum mexicanum #4’, Sekunden 
und fiir Pelargonium zonale ® |; bis7/; Sekunden. “3 
Diese Zahlen beziehen sich natiirlich alle auf 
gleiche Lichtintensitaten. 











0 0" 2" 0 Oe 
Der Einflufi der Temperatur auf den 


’ ‘ Abb. 5. 
Fluoreszenzabfall B—C. neil 


Abhingigkeit der Ge- 
Der Fluoreszenzabfall B—C endet indem schwindigkeit des Fluores- 
zenzanstieges lf, ,, von der 
Punkt C der Fluoreszenzkurve (Abb. 4), also Seianeterth 
in dem Zeitpunkt, in welchem die Fluoreszenz 
auf ein konstantes Minimum gesunken ist. Um zu bestimmen, wann dieser 
Punkt erreicht ist, belichten wir die eine als Vergleich dienende Blatt- 
halfte so lange vor, bis sie sicher in den Zustand konstanter minimaler 
Fluoreszenzhelligkeit gelangt ist. Dann erst 6ffnen wir die zweite 
Blende, hinter welcher die zur Messung bestimmte Blatthalfte in die 
Kammer eingeschlossen ist, und setzen gleichzeitig die Stoppuhr in 
Gang. Wir beobachten jetzt sehr sch6n den ganzen Verlauf der Flu- 
oreszenzkurve und sehen, wie zuletzt die Helligkeit sich immer mehr 
derjenigen der geringen Vergleichshelligkeit nahert, bis sie endlich 
sichtbar durch die einheitliche Farbung des ganzen Gesichtsfeldes dieser 
vollig gleicht. In diesem Augenblick wird die Uhr gestoppt und die 
Zeit notiert. 

Eigentlich messen wir auf die beschriebene Weise die gesamte 
Induktionszeit t,,, obwohl wir den EinfluB der Temperatur auf die 
Zeit des Fluoreszenzabfalles t,,. bestimmen wollen. Der Unterschied 
zwischen diesen beiden Zeiten ist die Zeit des Fluoreszenzanstiegs t, p. 
Nachdem diese nur in der GréBenordnung von 1 Sekunde, die zu 
messenden Zeiten t,, dagegen Minuten betragen, kénnen wir in diesem 
Falle unbedenklich tp = t4¢ setzen. 
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Wir bestimmen die Zeit des Fluoreszenzabfalles in dem Tem- 
peraturbereich zwischen 0 und 40°. In Tabelle III sind die Ergebnisse 
einer groBen Anzahl von Versuchen zusammengefaBt, und zwar fiir 
Ageratum mexicanum. Zu dieser und auch den folgenden Tabellen 
ist zu bemerken, daB die Mittelwerte unter Bericksichtigung der 
Haufigkeit, aber auch der Zuverlassigkeit der erhaltenen Einzelwerte 
gebildet worden sind. Die Genauigkeit der Zeitmessungen in den 
einzelnen Versuchen ist bei verschiedenen Temperaturen verschieden. 
Sie ist mit etwa 5°, am geringsten bei tiefen Temperaturen und steigt 
bei héheren auf etwa 3 bis 2°. Die Abweichung der Zahlenwerte 
einzelner Messungen bei gleicher Temperatur erklart sich daraus, dab 
fiir jeden Versuch ein neues Blatt verwendet wurde. Zwei Blatter 
auch derselben Pflanze gleichen sich in ihrem Fluoreszenzverhalten 
nicht immer ganz vollkommen. 


Tabelle III. Zu den Kurven Abb. 6 und 7 und zu Kurve I in Abb. 8 und 9. 
Ageratum mexicanum. Zeiten tp, und Geschwindigkeiten 
1 t,,.1000 des Fluoreszenzabfalles bei verschiedenen Tem- 
peraturen #@. 











o tre - Einzelwerte tee I tp, . 1000 
5° 800, 840, 840, 790, 780 800 1,25 
10 = 500, 500—550, 609, 540 540 1,84 
15 255, 2 x 800, 2 x 315, 320, 340, 360, 380 330 3,3 
20 110, 130, 2 x 150, 2 x 160, 2 x 180, 2 x 190, 2 x 200 170 5,7 
25 60—65, 60—70, 3x 70, 4x 75, 2x 80, 2x 90, 3x 100 = 80 12,5 
30 12x 40, 18 x 45, 12 x 59, 12 x 60 50 20,0 
35 | 6x 20, 22 20 50,0 
Man erkennt schon aus der 50 : 
Tabelle, wie auBerordentlich groB Py ia ee oa 
der Einflu8 der Temperatur auf t?¢ | | 
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Abb. 6. Abb. 7. 
Zeiten ty C des Fluoreszenz- Geschwindigkeiten 1 t4 c+ 1000 
abfalles bei verschiedenen des Fluoreszenzabfalles bei ver- 
Temperaturen. schiedenen Temperaturen . 
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In Abb. 7, in welcher die 1/t,,-Werte in Abhangigkeit von der Tem- 
peratur aufgetragen sind, finden die Verhaltnisse ihren klarsten Ausdruck. 

Auch bei den anderen untersuchten Pflanzenarten ist der Tem- 
peratureinfluB ahnlich groB. Die Messungsergebnisse sind fiir Parie- 
taria officinalis in Tabelle 1V und fiir Pelargonium zonale in Tabelle V 
zusammengestellt. Die graphische 





, 60 
Verwertung der ¢,,.- und der 1 /tp ¢- 

Werte finden wir fiir alle drei 55F 
Pflanzen gleichzeitig in den 50 


Kurvenbildern Abb. 8 und 9. Die 
Kurven lassen erkennen, dab die 
Geschwindigkeitsénderungen durch 
die Temperatur mit zunehmender — § 
Temperatur steigen. Errechnen wir Jj 
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Abb. 8. Abb. 9. 
Zeiten t 4 ~ des Fluoreszenzab- Geschwindigkeiten 1/t 4». 1000 
falles bei verschiedenen Tempe- des Fluoreszenzabfalles bei ver- 
raturen 9. Kurve I Ageratum schiedenen Temperaturen 4. 
mexicanum, Kurve II Pelargo- Kurve | Ageratum mexicanum, 
nium zonale, Kurve III Parie- Kurve II Pelargonium zonale, 
taria officinalis. Kurve III Parietaria officinalis. 


aus den angegebenen Zahlen die Zunahme der Geschwindigkeit fiir 
10° bei verschiedenen Temperaturen, so finden wir eine starke Zu- 
nahme dieses Temperaturkoeffizienten mit der Zunahme> der Tem- 
peratur (Tabelle V1). 


Tabelle IV. Zu der Kurve III in Abb. 8 und 9. 
Parietaria officinalis. Zeiten tp, und Geschwindigkeiten 
I/tpy¢- 1000 des Fluoreszenzabfalles bei verschiedenen Tem- 
peraturen @. 








o t » (7Einzelwerte bh tp, lity g- 1000 
10° 300, 300, 310 300 3,3 
15 3 x 160, 175, 3x 180, 190 175 5,7 
20 2x 80, 85, 90, 2 x 95, 110, 130, 3 x 150 110 9,1 
25 45, 2 x 50, 55 50 20,0 
30 22, 6 x 25, 28 25 40,0 
35 2x10, 4x 12 12 83,5 
Biochemische Zeitschrift Band 274. 30 
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Tabelle V. Zu der Kurve II in Abb. 8 und 9. 
Pelargoniumzonale. Zeitent,,und Geschwindigkeiten 1 /tp,,. L000 
des Fluoreszenzabfalles bei verschiedenen Temperaturen @ 





o t , (-Hinzelwerte te C 1 tp c- 1000 
5° 720, 760 740 1,35 
10 500, 525, 550 525 1,9 
15 310, 3820, 2 x 330, 350, 360, 370, 2 x 380, 3 x 400 360 2.8 
20 220, 240, 250, 260, 280 250 4,0 
25 =: 100, 3 x 120, 3 x 135, 2 x 140, 3 x 150, 165, 2 x 160, 200 150 6,65 
30 | 4x 55, 2x 60, 5 x 75, 80, 90, 70 70 14,3 
385 = 63x 35, 40 35 28,6 


Tabelle VI. Die Anderung des Temperaturkoeffizienten der 
Geschwindigkeit des Fluoreszenzabfalles fiir 10° mit der 
Temperatur #6. 





go Ageratum Parietaria Pelargonium 
5—15° 2.52 2.06 
10—20 8,18 2.78 2,1 
15—25 3,97 3,5 2,4 
20—30 3,56 4,4 3,58 
25 —35 4,06 4.18 4,25 


Wir konnten aus den bisherigen Messungen nicht ersehen, ob die 
konstante minimale Fluoreszenzhelligkeit, welche den Fluoreszenz- 
abfall beschlieBt, fiir alle Temperaturen die gleiche Fluoreszenzintensitat 
besitzt, oder ob auch sie von der Temperatur abhangig ist. Experimentell 
laBt sich diese Frage leicht beantworten: Beide Thermostaten werden 
auf verschieden hohe Temperaturen eingestellt. Die beiden jetzt ver- 
schieden warmen Blatthalften belichtet man so lange, bis fiir jede derselben 
die konstante Fluoreszenztilgung erreicht ist. Vergleicht man die End- 
helligkeiten der beiden Blatter miteinander, so sind, allerdings erst bei 
gréBeren Temperaturunterschieden und vor allem im Gebiet niederer 
Temperaturen, deutliche Helligkeitsunterschiede an den Blattern fest- 
zustellen. Das kaltere Blatt fluoresziert heller als das wairmere. Bei 
groBen Temperaturdifferenzen, wenn beispielsweise die eine Blatthalfte 
auf 0° abgekiihlt, die andere auf 30° erwarmt wird, sind die Intensitats- 
unterschiede erheblich. 

Diese Versuche werden so lange mehr qualitativer Art sein, bis die 
Apparatur zur vergleichenden quantitativen Intensitatsbestimmung 
fertiggestellt sein wird. Wir verschieben deshalb eine eingehendere 
Diskussion iiber die Beziehung der Endhelligkeit C zur Temperatur 
auf diesen Zeitpunkt. 

Die Messung des Einflusses verinderter Temperaturen auf den 
Verlauf der Fluoreszenzkurve lebender Blatter fiihrt zu einer klaren 
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Scheidung der Vorgange, die den Fluoreszenzanstieg hervorrufen gegen- 
iiber denen, die im Fluoreszenzabfall wirksam sind. Die Geschwindigkeit 
des Fluoreszenzanstieges wird durch Temperaturdénderungen nicht ver- 
dindert, die des Fluoreszenzabfalles dagegen aber stark beeinflupt. Eine 
temperaturunabhdngige und eine temperaturabhingige Reaktion folgen 
zeitlich aufeinander. Der primaire, temperaturunabhangige Anstieg der 
Fluoreszenz A—B beginnt mit dem Einsetzen der Belichtung. Wir 
sind in der Lage, die wichtige, allerdings erst nur qualitative 
Aussage machen zu kénnen, daB die Geschwindigkeit des Vorganges, 
welcher dem Fluoreszenzanstieg zugrunde liegt, durch die Intensitdt des 
eingestrahlten Lichtes bestimmt wird. Die gemessene Zeit des Fluoreszenz- 
anstieges wachst mit abnehmender Lichtintensitaét, d.h. die Ge- 
schwindigkeit nimmt mit wachsender Lichtintensitaét zu. Ob diese 
Zunahme direkt proportional der Lichtintensitét erfolgt, sollen weitere 
Versuche entscheiden. Unzweifelhaft aber handelt es sich bei dem ersten 
Vorgange, der bei der Belichtung einsetzt, um eine photochemische 
Reaktion, also um einen Vorgang, an dem das absorbierte Licht unmittel- 
bar beteiligt ist. Die Geschwindigkeit des nachfolgenden Fluoreszenz- 
abfalles B—C ist temperaturabhangig. Wir schlieBen daraus, daB auf 
die photochemische Reaktion eine oder eine Reihe temperaturabhangiger 
chemischer Reaktionen zeitlich folgt. 


Zum SchluB méchten wir allen denen besonders herzlich danken, 
die unsere Arbeit durch ihre giitige Unterstiitzung geférdert haben: 
Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, der Gesellschaft 
der Freunde der Universitat Heidelberg und der I. G. Farbenindustrie 
Ludwigshafen und Oppau. 
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Ist das Thrombin eine Calciumverbindung? 


Von 


Odilo Kast. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 18, Oktober 1934.) 


I. Einleitung. 


Schon vor nunmehr fast 40 Jahren wurde von Hammarsten (1) die 
Lehre aufgestellt, daB die Anwesenheit von Calcium nur fiir die erste 
Phase der Gerinnung, d.h. die Entstehung des Thrombins aus seinen 
Vorstufen, nicht aber fiir die zweite Phase, die Umwandlung des Fibri- 
nogens in Fibrin unter der Einwirkung des Thrombins, notwendig sei. 
Diese von dem Altmeister der Blutgerinnungsphysiologie, Alexander 
Schmidt, nie anerkannte und auch spaterhin verschiedentlich bekampfte 
Auffassung erfuhr durch die Untersuchungen von Wohlisch und 
Paschkis (2) eine véllige Bestatigung und kann gegenwartig wohl als 
sicher bewiesene Tatsache angesprochen werden. Eine ausfiihrliche 
kritische Darstellung des Kampfes um die Hammarstensche Lehre 
findet sich in einer Monographie von Wohlisch (3). 

Die weitergehende Frage, welche Rolle denn nun eigentlich das 
Calcium bei der Thrombinentstehung spiele, kann dagegen zur Zeit 
noch nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Die offenbar am nachsten 
liegende Annahme, da eine der Vorstufen des Thrombins eine Ver- 
bindung mit Calcium eingehe und dadurch zu aktivem Thrombin 
werde, hat Hammarsten selbst zwar erwogen, aber auf Grund _ seiner 
Versuche ausdriicklich abgelehnt. ©Hammarsten unterwarf ndmlich 
thrombinhaltige Flissigkeiten — Sera und gerinnungsaktive Lésungen von 
Serumglobulin — der Entkalkung durch Oxalat, ohne dap dabei ein Verlust 
der Gerinnungsaktivitat aufgetreten ware. Hammarsten selbst war sich 
wohl bewuBt, daB eine vollstindige Entkalkung mit den ihm zur Ver- 
fiigung stehenden Methoden nicht zu erreichen ware, und ist in der 
Formulierung seiner SchluBfolgerungen dementsprechend  vorsichtig 
gewesen. Immerhin schien sich die Lehre, da das Calcium nur in 
ionisierter Form als eine Art Katalysator der Thrombinbildung, nicht 
aber gebunden als Wesensbestandteil des Thrombins eine Rolle spiele, 
weitgehender Anerkennung zu erfreuen. 

Gegen diese Auffassung der Beziehungen des Calciums zum Throm- 
bin wenden sich in neuerer Zeit die Amerikaner Loucks und Scott (4), 
ohne jedoch die grundlegenden Arbeiten Hammarstens auch nur ein 
einziges Mal zu erwaihnen. Sie behaupten mit groBer Bestimmtheit, 
daB Sera oder auch nach dem Verfahren von Alexander Schmidt dar- 
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gestellte gereinigte Thrombinlésungen durch Zusatz von Oxalat sehr 
leicht gerinnungsinaktiv gemacht werden kénnten, und daB nach dem 
Zusatz des Oxalats eine ausgesprochene Abhangigkeit der restlichen 
Aktivitat von der Dauer der Oxalateinwirkung zu beobachten sei. 
Die Autoren haben z. B. je 10,0cem thrombinhaltigen Serums ver- 
schieden lange Zeit der Einwirkung eines Zusatzes von 3,0 cem 1 igen 
Ammonoxalats unterworfen und sodann das Serumoxalatgemisch 
einem als Reagens auf Thrombin dienenden Oxalatplasma zugesetzt. 
Nach ihren Angaben tritt bereits bei einer Einwirkungsdauer des 
Oxalats auf das Serum von 2 Minuten eine viel schwachere und lang- 
samere Gerinnung des Plasmas ein, als dies bei einer Einwirkungsdauer 
von nur 1 Minute der Fall ist. Kine Einwirkung endlich von 3 Minuten 
soll unter Umstanden schon zu einer vollstaéndigen Inaktivierung des 
Serums hinsichtlich der Fibrinbildung ausreichend sein. Bei Lésungen 
von Schmidtschem Thrombin soll nach 2 bis 3 Minuten langer Einwirkung 
von Oxalat noch keine wesentliche Abschwachung der Aktivitat zu 
erkennen sein, Einwirkung von 5 Minuten verlingert die Gerinnungs- 
zeit bereits auf das Doppelte des Normalwertes und bei 10 Minuten 
langer Einwirkung soll die Inaktivierung der Thrombinlésung  voll- 
standig sein. Loucks und Scott halten auf Grund dieser Ergebnisse 


das Thrombin fiir eine Caleciumverbindung a Calcium-tissue juice 
compound’ — und sie deuten die von ihnen beobachtete Inaktivierung 


des Thrombins durch das Oxalat als eine Folge der Entfernung des 
Calciums aus dieser Verbindung, nicht lediglich als einen Effekt der 
durch den Oxalatzusatz veranderten Salzkonzentration. 

Der scharfe Widerspruch zwischen den Angaben und der Auf- 
fassung Hammarstens einerseits, denen von Loucks und Scott anderer- 
seits, bedarf dringend der Aufklarung!. Stellt das Thrombin entgegen 
der klassischen Gerinnungstheorie wirklich eine Calciumverbindung 
vor, so werden die Ergebnisse von Howells Schiiler Cekada (6) unver- 
standlich, nach denen Thrombin aus seinen Vorstufen unter gewissen 
Bedingungen, wenn auch sehr langsam, ohne jegliche Anwesenheit von 
Calcium entstehen kann. 

Auffallend an den Angaben von Loucks und Scott ist besonders, 
daB schon verhaltnismaBig kleine Oxalatdosen nach kurzer EKinwirkung 
eine Inaktivierung des Thrombins herbeifiihren sollen. Beim heutigen 
Stande unseres Wissens von den Fallungsbedingungen des Kalks in 
eiweiBhaltigem Milieu darf als sicher angenommen werden, daf mit 
der von Loucks und Scott angewendeten Entkalkungsweise eine voll- 


' In der neuesten monographischen Darstellung der Blutgerinnung 
von Wohlisch (5) muBte die Frage nach dem Calciumgehalt des Thrombins 
noch offengelassen werden. 
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stindige Befreiung von Kalk nicht zu erreichen ist. Dies beweisen 
neben den Erfahrungen von Hammarsten insbesondere die Unter- 
suchungen von Schimmelpfeng (7), die auf eine Verbesserung der be- 
kannten Methode von Kramer und Tisdall (8) zur quantitativen Be- 
stimmung des Serumcalciums abzielen. Nach den Originalangaben 
dieser Autoren wird unter bestimmten optimalen Bedingungen das 
Calcium durch 30 Minuten dauernde Einwirkung eines Oxalatiiber- 
schusses direkt gefallt und anschlieBend durch Titration mit Kalium- 
permanganat bestimmt. Schimmelpfeng konnte indessen nachweisen, 
da®B eine nur halbstiindige Kinwirkung des Oxalats zur vollstandigen 
Fallung des Calciums nicht ausreichend ist, daB dies vielmehr erst durch 
mindestens 24stiindige, sicherer aber noch 36- bis 48stiindige Ein- 
wirkung des Oxalats erzielt wird. 


In der vorliegenden Arbeit soll daher zunichst die Tatsichlichkeit 
der Angaben von Loucks und Scott iiber eine angebliche Inaktivierung 
des Thrombins durch kurzdauernde und ohne besondere Kautelen 
erfolgende Einwirkung verhaltnismaBig kleiner Oxalatdosen nach- 
geprift werden. AnschlieBend soll dann die Frage nach dem Calcium- 
gehalt des Thrombins erstmalig mit dem uns heute zur Verfiigung 
stehenden Mittel der vollstandigen Entkalkung nach Kramer-Tisdall- 
Schimmelpfeng studiert werden. 


II. Experimenteller Teil. 
1. Nachpriifung der Ergebnisse von Loucks und Scott. 


Die amerikanischen Autoren arbeiteten in der Hauptsache mit 
Hundeblut, daneben bisweilen auch mit Rinderblut. Als Reagens auf 
Thrombin verwendeten sie meist Oxalatblut oder -plasma mit einem 
Oxalatgehalt von 0,1 %, in einigen Versuchen auch Fibrinogenlésungen. 
Das Oxalatblut bzw. -plasma wurde unverdiinnt benutzt, was wenig 
zweckmaBig ist, da die Fliissigkeiten in diesem Zustande kein sehr 
empfindliches Reagens gegen Thrombin vorstellen. Dies beruht wahr- 
scheinlich nicht so sehr auf der Anwesenheit des Oxalats als vielmehr 
auf dem hemmenden EinfluB im Plasma vorhandener antikérperartiger 
Substanzen, sogenannter Antithrombine. Ein mehrfach mit physio- 
logischer Kochsalzlésung verdiinntes Oxalatplasma stellt dagegen 
ein vorziigliches Reagens auf Thrombin vor [vgl. Hiruma(9)]. Im 
Gegensatz zu Loucks und Scott haben wir daher in unseren ersten Ver- 
suchen iiber die Einwirkung des Oxalats auf thrombinhaltige Sera 
optimal verdiinntes Oxalatplasma verwendet. Die optimale Ver- 
diinnung, d. h. diejenige, bei der sich auf Zusatz von Serum die kiirzeste 
Gerinnungszeit ergibt, muB fiir jedes Plasma durch einen Vorversuch 
festgestellt werden. 











Ist das Thrombin eine Calciumverbindung ? 455 


Die Gerinnungsversuche wurden in Reagensglasern angestellt, die fiir 
Versuche bei der Temperatur von 37° in einem auf diese Temperatur er- 
warmten einfachen Wasserthermostaten standen. Die Glaser wurden 
unter Beobachtung gegen helles Lampenlicht von Zeit zu Zeit um- 
geschiittelt, um den Zeitpunkt des Auftretens der ersten Fibrinfléckchen 
zu ermitteln. Die vom Versuchsbeginn bis zu diesem verhaltnismaBig 
genau zu bestimmenden Zeitpunkt verflossene Zeit ist die in unseren 
Tabellen angegebene Gerinnungszeit. 


Tabelle I. 





Gerinnungszeiten 






Oxalateinwirkung a GE sh ipa 
auf Serum Versuch 1 
(0,39 ° ) Oxalat) 


Versuch 2 Versuch 3 


(0,39 °/g Oxalat) 


(0,69 9/9 Oxalat) 





0,5 Min. etwa 2!/, Std. 21 Min. 24 Min. 
10 , oo ae 21 m ae 2 
+ | ee | oe 21 28. (C. 
RO! . ae ae 21 23 ,. 
10.0 , a ‘ 22 ae 
30,0, — 20,5 , - 
400 , en es - —_ _ 
69,0 ” ” 24/9 ” ane 9 
1200 , » le » 21 =i 27 Min. 
600,0 . _ 21 2 _ 
Serum oxalatfrei 9}/, Min. 10 Min. 10 Min. 


Die in Tabelle I zusammengestellte erste Versuchsreihe ist vergleichbar 
mit dem Versuch auf S. 37 der zweiten Arbeit von Loucks und Scott. Der 
eigentliche Gerinnungsversuch wurde bei 37° angestellt. Als Gerinnungs- 
substrat dienten je 2,0cem eines verdiinnten Pferdeoxalatplasmas (1 Teil 
2°/,,iges Plasma + 4 Teile 0,9%ige NaCl-Lésung). Als Thrombin dienten 
je 2,0 cem Schweineserum (Versuch 1) oder Pferdeserum (Versuch 2 und 3). 
Die Sera der Versuche 1 und 2 waren vorher wahrend den in der ersten 
Vertikalspalte der Tabelle angegebenen Zeiten bei Zimmertemperatur der 
Einwirkung eines Zusatzes von je 0,3ccm einer 3%igen Natriumoxalat- 
lésung, die des Versuchs 3 von 0,6ccem der gleichen Lésung ausgesetzt. 
Die Oxalatkonzentration im Serum betrug demnach in Versuch 1 und 2 
0,39 %, in Versuch 3 0,69%, wahrend Loucks und Scott in dem analogen 
Versuch mit nur 0,239, Oxalat arbeiteten. Auch die endgiiltige Oxalat- 
konzentration in dem aus Plasma + Serum bestehenden Gerinnungs- 
gemisch war in unseren Versuchen hoéher als bei den amerikanischen Autoren: 
sie betrug in Versuch 1 und 2 0,215 %, in Versuch 3 0,41 %, bei Loucks und 
Scott nur 0,15%. Obwohl somit die Bedingungen fiir eine Fallung des 
Serumkalks in unseren Versuchen giinstiger waren als bei Loucks und Scott, 
lassen unsere Versuche keinerlei Andeutung der von diesen Autoren behaup- 
teten, mit der Dauer der Oxalateinwirkung fortschreitenden Inaktivierung 
des Thrombins erkennen. Ein Vergleich der mit den Oxalatseris und der 
mit den oxalatfreien, in der untersten Horizontalreihe verzeichneten, 
erzielten Gerinnungszeiten zeigt lediglich die bekannte Tatsache einer 
nicht unbetrachtlichen Verlangerung der Gerinnungszeit durch das Oxalat, 
die unabhangig ist von der Dauer der Einwirkung dieser Substanz. Im 
iibrigen verlief die Gerinnung in allen Versuchen vollstandig. 
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Der gegensatzliche Ausfall unserer Versuche und der von Loucks 
und Scott mitgeteilten kénnte nun moéglicherweise darauf beruhen, dab 
diese Autoren mit unverdiinntem Oxalatplasma gearbeitet haben. 
Auch haben Loucks und Scott méglicherweise bei tieferen Temperaturen 
gearbeitet: Angaben hiertiber finden sich in ihrer Arbeit nicht. 

In der folgenden Versuchsreihe der Tabelle II wurden daher die Ge- 
rinnungsversuche bei Temperaturen zwischen 24 und 28°, d. h. bei Zimmer- 
temperatur des Wiirzburger Hochsommers, angestellt. Als Gerinnungs- 
substrat wurden je 2,0 cem unverdtinnten 2° jyigen Schweineoxalatplasmas 
verwendet. Die Sera wurden ebenfalls in Mengen von je 2,0 cem verschieden 
lange Zeiten der Einwirkung eines Zusatzes von 0,3 cem 2° igen Natrium- 
oxalats ausgesetzt, so daB die Oxalatkonzentration im Serum 0,26 % betrug, 
gegeniiber 0,23 bei Loucks und Scott. In der ersten Vertikalspalte sind 
wieder die Einwirkungszeiten des Oxalats auf die Sera eingetragen, sie 
variierten in den meisten Versuchen zwischen !'/, Minute und 60 Minuten, in 
den Versuchen 7 bis 10 zwischen wenigen Sekunden und 60 Minuten. 
Die folgenden, am Kopfe fortlaufend numerierten Vertikalspalten mit den 
Gerinnungszeiten tragen am Kopfe einen Vermerk iiber die Temperatur 
des Gerinnungsversuchs und die Art des verwendeten Serums (RS = Rinder- 
serum, SS = Schweineserum, PS = Pferdeserum). Die unterste Horizontal- 
reihe enthalt wieder die mit den oxalatfreien Kontrollseris gewonnenen 
Gerinnungszeiten. 

Tabelle II. 





Gerinnungszeiten in Minuten 





Oxalat- 
einwirkun : 7 = 7, <<“ — i 7 mae a 
ent Serum | ‘ya’ | is? Mis’ | is’ | 5° | Mes’ | Me’ is | Ws? |Nag® 
Min. 27,59 26° 289 289 250 250 260 260 240 
etwa 4/15 _- ~~ ~- -—— -- - 130 112 56 $1 
Wy 114 92 63 86 137 107 122 107 54 83 
1 114 76 70 88 136 101 114 109 57 83 
5 112 83 75 91 143 | 112 132 106 57 80 
10 109 70 64 94 143, 39 115 109 56 84 
30 109 85 69 105 131 170 121 108 52 83 
60 ° 145 105 115 150 155 135 100 5D 85 
Serum 


oxalatfrei 61 45 38 47 104 12 | 82 69 49 41 


Trotz der weiteren Angleichung der Versuchsbedingungen an die von 
Loucks und Scott kann in dieser Versuchsreihe ebensowenig von einer Inakti- 
vierung der Sera durch das Oxalat, wie sie die amerikanischen Autoren beob- 
achtet haben wollen, die Rede sein, wie in den Versuchen der Tabelle I. Eine 
genaue Durchsicht der Gerinnungszeiten zeigt ferner, daB sie keine funktionelle 
Abhangigkeit von den Einwirkungszeiten des Oxalats aufweisen: Versuch 6 
zeigt vollig regellose, starke Schwankungen der Gerinnungszeit, wie dies 
bei Gerinnungsversuchen infolge unkontrollierbarer Einfliisse bisweilen 
zu beobachten ist. Die Versuche 1, 3, 4 und vielleicht auch 5 kénnten den 
Anschein erwecken, als wenn durch die 60 Minuten dauernde Einwirkung 
des Oxalats die Gerinnungsaktivitat der Sera etwas mehr herabgesetzt 
wiirde, als bei allen kiirzeren Einwirkungszeiten. Jedoch erklart sich diese 
Erscheinung héchstwahrscheinlich einfach dadurch, daB diese Sera spater 
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zum Gerinnungsversuch angesetzt und deshalb starker gealtert waren als 
die Sera mit kiirzerer Einwirkung des Oxalats. Die Versuche 7 bis 10, die 
von diesem Versuchsfehler frei sind «ind bei denen auBerdem die erste 
Aktivitatspriifung der Sera nahezu sofort nach dem Oxalatzusatz vor- 
genommen wurde vgi. Horizontalspalte etwa '/,, Minutes —, beweisen 
besonders deutlich die véllige EinfluBlosigkeit der Dauer der Oxalatein- 
wirkung auf die Gerinnungsaktivitat. 

Obwohl unsere bisherigen Versuche keinerlei Bestétigung der 
Angaben von Loucks und Scott erbracht haben, priiften wir sicherheits- 
halber auch noch ihre Untersuchungen iiber den EinfluB des Oxalats 
auf das bekannte eiweiBarme Thrombinpraparat Alexander Schmidts 
nach, das angeblich durch die Entkalkung schon in 10 Minuten voéllig 
inaktiviert wird. 

Die Thrombinlésungen wurden durch Filtrieren emer 1 °,igen Auf- 
schwemmung des Thrombinpulvers in 0,9° iger NaCl-Lésung gewonnen. 
Zur Entkalkung wurden bei Zimmertemperatur je 2.0 cem der Lésung 
mit 0,4cem 3°%,iger Natriumoxalatlésung versetzt. so da der Oxalat- 
gehalt des Gemisches 0,5°,, betrug, gegeniiber 0,37 °, bei Loucks und Scott. 
Als Reagens auf Thrombin diente bei diesen Versuchen eine aus Pferde- 
oxalatplasma hergestellte Fibrinogenlésung und zwar je 2.0 cem auf je 
2.4cem der Thrombinoxalatmischung. Die Gerinnungsversuche wurden 
bei 37° angestellt. 

Wie der Ausfall des in Tabelle II] zusammengestellten Versuchs 
zeigt, bewirkt das Oxalat bei der Thrombinlésung genau wie in den Serum- 
versuchen eine allgemeine Verlaingerung der Gerinnungszeiten gegeniiber 
der oxalatfreien Kontrolle, jedoch laBt sich die von den amerikanischen 
Autoren behauptete Inaktivierung des Thrombins ebensowenig nachweisen 
wie eine angeblich mit der Dauer 
der Oxalateinwirkung  fortschrei- Tabelle III. 
tende Aktivitatsabnahme. Einwirkung von Oxalat auf 


: a Schmidtsches Thrombin. 
2. Versuche zur Darstellung véllig Pe P 


kalkfreien Thrombins, 





Dauer der Oxalateinwirkung 


Zur Zeit der Arbeiten auf das Thrombin 
’ Min. Min. 


Gerinnungszeit 


Hammarstens iiber die Bedeutung 
des Kalks fiir die Blutgerinnung 1 22.0) 


war eine verlaBliche Methode zur i 22,5 
ie 2 ) 20.5 
quantitativen Entkalkung von r 310 
eiweiBhaltigen Loésungen, — ins- 5 91.0 
besondere von Seris, noch nicht 10 21,5 
‘ : 30 21,0 
bekannt. Aus diesem Grunde 120 19.5 
konnten die Versuche dieses ~~ 
Thrombin oxalatfrei 90 


Autors die Frage, ob das Throm- 
bin eine Kalkverbindung sei, nicht mit vélliger Sicherheit beantworten. 
Dieses Ziel streben die nunmehr zu beschreibenden Versuche an. 

Es wird hier die von Schimmelpfeng verbesserte Methode von 
Kramer-Tisdall zur quantitativen Entkalkung durch Fallung mit 
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Oxalat auf frisches, thrombinhaltiges Serum angewandt, das sodann 
nach Alexander Schmidts Verfahren zur Gewinnung gereinigten, eiweiB- 
armen Thrombins verarbeitet wird. Als Kontrolle wird die gleiche 
Menge desselben Serums ohne vorherige Entkalkung in vollig gleicher 
Weise behandelt. Die aus dem entkalkten und dem nicht entkalkten 
Serum gewonnenen Thrombinpraparate werden sodann vergleichend 
auf ihre Aktivitat geprift. Stellt das Thrombin wirklich eine 
Calciumverbindung vor, so miiBte sich das aus entkalktem Serum 
nach Alexander Schmidt dargestellte Praparat als véllig wirkungslos 
erweisen. 

Die der Entkalkung des Serums sich anschlieBende Verarbeitung 
nach Schmidt verfolgt einen doppelten Zweck: sie dient 

1. der Entfernung des zur Fallung verwendeten Oxalatiiber- 
schusses, da dieser sich ja bei Versuchen zum Nachweis von Thrombin 
stets stérend bemerkbar macht; 

2. der Konzentrierung etwa im Serum vorhandenen Thrombins 
und dadurch der Erleichterung des Nachweises dieses Ferments. 


Methodik. Entsprechend einer Arbettsvorschrift von Kramer-Tisdall 
wurden 10,0cem Serum mit der gleichen Menge destillierten Wassers 
verdiinnt und sodann mit 5,0 cem 4 %igen Ammoniumoxalats und 10,0 cem 
einer gesattigten Natriumacetatlésung versetzt. Das gut durchgeschiittelte 
Gemisch bleibt, um eine wirklich quantitative Entfernung des Kalks zu 
erzielen, vor der weiteren Verarbeitung nach dem Vorschlag von Schimmel- 
pfeng 24—36—48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Es wird so- 
dann zur Entfernung des Ca-Niederschlags durch ein feinporiges Filter 
filtriert. Das Filtrat wird zur Verarbeitung auf Thrombin mit dem 20fachen 
Volumen absoluten Alkohols versetzt. Die Dauer der Alkoholeinwirkung 
wurde in allen Fallen auf 15 Tage bemessen. Der durch den Alkohol er- 
zeugte Niederschlag wird schlieBlich abfiltriert, im Vakuumexsikkator 
getrocknet und feinst pulverisiert. 

Die als Kontrolle dienenden Serumportionen wurden, ebenfalls in 
Mengen von je 10,0 cem, in véllig gleicher Weise vorbehandelt, wie dies 
soeben beschrieben wurde, mit der einen Ausnahme, daB an Stelle des 
Zusatzes von Oxalatlésung eine entsprechende Menge _ physiologischer 
Kochsalzlésung zugefiigt wurde. Auch in zeitlicher Hinsicht bestehen 
zwischen der Verarbeitung der Kontrollen und der entkalkten Sera keinerlei 
Unterschiede. 

Zur Gewinnung der auf Thrombinaktivitét zu priifenden Lésungen 
wurden schlieBlich von den Trockenpulvern je 1,0g in 100cem_ physio- 
logischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt und 3 bis 4 Stunden extrahiert. 
Sodann wurde vom Ungelésten abfiltriert. Zur Aktivitatspriifung wurden 
je 2,0 cem des Filtrats mit 2,0 cem einer aus Pferde- oder Schweineplasma 
hergestellten Fibrinogenlésung versetzt. 


Wie Tabelle IV zeigt, ergibt ein Vergleich der Gerinnungszeiten, 
die mit kalkfreien und kalkhaltigen Thrombinlésungen erzielt wurden, 


ni 


in allen Versuchen iibereinstimmend, daB die rigorose Entkalkung 
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auch nicht die mindeste EinbuBe an Gerinnungsaktivitat herbeifiihrt'. 
Die anscheinende Uberlegenheit des entkalkten Praparates iiber das 
nicht entkalkte in Versuch 4 erweist sich durch den Vergleich mit den 
anderen Versuchen als zufallig. 

Die Versuche beweisen mit einer an Sicherheit grenzenden Wahr- 
scheinlichkeit, daB das Thrombin keine Calciumverbindung vorstellt. 


Tabelle IV. Vergleich der Aktivitaten kalkfreier und kalkhaltiger 
Thrombinpraparate. 








Oxalat- Gerinnungszeit mit 
Versuch Herkunft des einwirkung = kalkfreiem kalkhalti 
ie > altigem 
Serums auf Serum Thrombin Thrombin 
Nr. Std. Min. Min. 
1 Schwein 24 7,0 7,5 
2 Pferd 24 7,0 7,0 
3 Schwein 36 10,0 11,0 
4 Pferd 36 10,0 20,0 
5 Schwein 48 7,0 7,0 
6 Pferd 48 7,0 8,0 


Zusammenfassung. 


Wahrend nach der klassischen Theorie der Blutgerinnung das 
Calcium bei der Entstehung des Thrombins etwa nach Art eines Kata- 
lysators wirksam sein, also nicht eine Verbindung mit einer der Vor- 
stufen dieses Ferments eingehen soll, sprechen neuerdings Loucks und 
Scott das Thrombin mit groBer Bestimmtheit als eine Calciumverbindung 
an. Calciumumfallende Mittel wie Oxalat sollen nach diesen Autoren 
infolgedessen durch Sprengung der behaupteten Verbindung eine 
Inaktivierung des Thrombins herbeifiihren. 

Bei einer Nachpriifung der Untersuchungen von Loucks und Scott 
in zahlreichen Versuchen mit mehrfacher Variation der Versuchs- 
bedingungen konnten die Ergebnisse dieser Autoren in keinem einzigen 
Falle bestatigt werden. Wie die von ihnen mitgeteilten Resultate 
zustande gekommen sind, bleibt unverstandlich. 

Die von Loucks und Scott angewendete Methode der Entkalkung 
ist nach unseren heutigen Kenntnissen iiber die Fallungsbedingungen 
des Kalks in eiweiBreichen Lésungen unzureichend, das gleiche gilt 
aber auch fiir die vor etwa 40 Jahren angestellten Untersuchungen 
Hammarstens, dessen Lehre von der Bedeutung des Calciums fiir die 


1 DaB Sera, die durch Zusatz von Oxalat ohne die Kautelen von 
Kramer-Tisdall-Schimmelpfeng nur teilweise entkalkt wurden, noch wirk- 
sames Thrombin nach A. Schmidts Verfahren zu liefern vermégen, zeigte 
sich bereits in einer alteren Untersuchung von Wohlisch (10). 
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Blutgerinnung von den beiden amerikanischen Autoren angegriffen 
wird. 

Um die hiermit erneut aufgeworfene Frage, ob das Thrombin 
eine Calciumverbindung vorstellt, endgiltig zu entscheiden, wurden 
erstmalig Versuche angestellt, nach dem Verfahren von Alexander 
Schmidt gereinigtes Thrombin aus Seris zu gewinnen, die nach den 
Angaben von Kramer-Tisdall und Schimmelpfeng einer vorhergehenden 
quantitativen Entkalkung unterworfen waren. Diese Versuche ge- 
langen vollstaéndig: zu unserer eigenen Uberraschung erhalt man aus 
derartig rigoros entkalkten Seris Thrombinpraparate von genau der 
gleichen Aktivitaét wie aus kalkhaltigen Seris. 

Auf Grund dieser Versuche glauben wir aussagen zu kénnen, 
daB das Thrombin keine Calciumverbindung vorstellt, die Lehre 
Hammarstens in dieser Hinsicht also zu Recht besteht. 

Die vorliegende Untersuchung erfolgte auf Anregung von Prof. 
Dr. Wdéhlisch. 
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Nephelometrische Untersuchungen mit Eiweiblésungen. LI’. 
Von 
E. M. Mystkowski. 
(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1934.) 


Fir die Untersuchungen im zweiten Teil dieser Arbeit diente Ov- 
albumin, das aus Hiihnereiern erhalten worden war. Zum Vergleich 
diente auch ein kaufliches Praparat (Merck). 


Methodisches. 

Nach dem Abtrennen des EiweiBes vom Dotter wurde es zweifach 
verdiinnt und die ausgefallten Globuline abfiltriert. Die in der Lésung 
zurickgebliebenen Globuline wurden durch Halbsittigung mit (NH,),SO, 
ausgefallt, hierauf wurde nach Abfiltrierung der Globuline in Pergament- 
hiilsen die Albuminlésung im Laufe von 8 Tagen gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. Zur Desinfektion wurde Toluol zugegeben. Die filtrierte Lésung 
wurde nochmals dialysiert. Die so erhaltene Albuminlésung wurde im 
Paulyschen Apparat der Elektrodialyse unterworfen. Am Anfang der 
Elektrodialyse betrug das Potential 400 Volt, die Stromspannung etwa 
30 mA, gegen Ende der Dialyse 580 Volt und 20mA. Die Elektrodialyse 
dauerte etwa 48 Stunden. Die so erhaltene Lésung enthielt 2,8°, Eiwei 
(Kjeldahl) und wies nach 2 Monaten (unter Toluol) eine kaum merkbare 
EiweiBausfallung auf. 

Das Praparat von Merck wurde in Wasser im Verlauf von 24 Stunden 
gelést, zentrifugiert und filtriert. Zur nephelometrischen Bestimmung 
gebrauchte man etwa 10 cem der 0,5 °% igen EiweiBlésung, die folgender- 
maBen bereitet wurde: Zu 7 cem einer | ° igen EiweiBl6sung wurden 7 cem 
Pufferlésungen (n/10 HCl und NaOH) bzw. 7 cem gepufferte Salzlésung 
zugegeben. Die Endkonzentrationen der Salze waren 0,5 bis 1,0 molar. 
Die pu- und Triibungsbestimmungen wurden wie im I. Teil dieser Arbeit 
ausgefiihrt. 

Experimenteller Teil. 
a) Elektrodialysierte Ovalbuminlésung. 

Die Triitbung ist in den py-Grenzen 6,0 bis 3,0 von der Wasserstoff - 
ionenkonzentration unabhingig. Im basischen Bereich (pH > 8,0) bemerkt 
man eine ganz unbedeutende Triibungsverminderung. Nach 24 Stunden 
hat die Triibungskurve denselben Verlauf wie nach 15 Minuten. 

Alle untersuchten Salze mit Ausnahme von MgCl, haben im untersuchten 
pu-Bereiche beinahe keinen EinfluB8 auf den Triibungsgrad. Nur MgSO, 
erhéht den Triibungsgrad bei pu > 8,0 unbedeutend; die iibrigen Zahlen 
liegen in den Grenzen des Versuchsfehlers. Hingegen erhéht MgCl, sowohl 
im basischen (px = 7,0) als auch im sauren (pH = 3,0) Bereiche den 
Triibungsgrad, wobei nach 24 Stunden ein sichtbarer Niederschlag, welcher 
sich am Boden der Eprouvette absetzt, entsteht. 


1 [. Mitteilung: diese Zeitschr. 273, 161, 1934. 
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Tabellel. Der EinfluB des pu und der Anwesenheit von Salzen 
aufdie Tribungsgré8e. Die Ziffern bedeuten relative Nephelometerwerte. 








Konzen- Pu 
Salze tration Zeit ; 
Mole/Liter > 8,0 7,0 6,0)5,7/5,5/ 5,3 5,0 4,8 4,5 43/40 3,5) 3,0 


15’ 82-84. (36/36 36 36/36 36 36 36 36 36 36 





Ohne | 
Salze | 24 Std. 32 34 |36 36 36 36 36 36 36/36 36 36 36 
0,5 15°  — 84 |36/36 36 36 36 36 36/36 36 36 36 
wacy | 05 Std. — 34 36 36 36 36 36 36 36/36 36/36 36 
NAC] 10 | 015" — | 34/86/86 86 36 36 36 36 36 36/36 36 
1,0 248td. — | 34 [86/36 36 36 36 36 36 36 36/36 36 
0.5 15° — | 34 |36/36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 
cacy, | 05 | 24 Std. — | 84 |36)/36 36 36 36/36 36 36 36/36 36 
Tt) 10 | 15" — | 84/86/86 36 86 36 86 36 36 36 36 36 
10 | 24std. — |34 1836/36/36 36 36/36 36 36 36/36 36 
0,5 | 15’  — |60 |36)/36 36 36 3636 36 36 36 36 36 
mec, | 05 | 24Std. — |40* |36 36 36 36 36/36 36 36 36/36 36 
gv's | 1,0 15' = — | 64* |36 36 36 36 36/36 36 36 36/36 38 
( 10 | 24sta. — |44* |36/36 36 36 36/36 36/36 36/36 56* 
0,5 15' 36 | 386 (36 36 36 36 36 36 36 386 36) 36 36 
Meso,! 0:5 | 24Std. 36 | 36 |36)36 36 36 36 36 36/36 | 36/36 36 
“es +), 10 15’ | 36 |36 |36/36 36 36 36/36/36 36 36/36 36 
1,0  24Std. 36 |36 36/36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 
0,5 15’ 82: 34 36/36 36 36 386 36 36 36 36 36 36 
Na,go,!| 0:5 | 24 Std. , 32 |34 36/36/36 36/36 36 36 36 36 36 36 
NMS Oe 1,0 | 15’ | 32. | 8436/36 36/86 36 86 36 36 36 36 36 
1,0 | 24Std. 32 |34 (36/36 36, 36/36 36 36 36 36/36 36 


* Niederschlag, Aufhellung der Lisung oberhalb des Niederschlages. 


Wir untersuchten auch den Einflu8 einer Verdiinnung der Albumin- 
losung auf den Triibungsgrad. Dabei wurde von einer 2,68 %igen Lésung, 
welche auf diese Weise mit entsprechender Pufferlésung zur Halfte verdiinnt 
wurde (damit keine py-Anderung eintritt), ausgegangen. 


Tabelle 1. EinfluB der Verdiinnung auf die Triibung. 
Bestimmt nach 15 Minuten und 24 Stunden. 





pu 2,68 9/5 1,34 9/ pu 2,68 9/5 1,34 9/9 

> 8,0 100 52 5,5 100 52 
7,2 100 52 4,9 100 52 
6,2 100 52 


Wir sehen, daB die Triibung einer 1,34 % igen Lésung zweimal kleiner 
als die einer 2,68 %igen Lésung ist. Der Unterschied liegt hier in den 
Grenzen des Versuchsfehlers. 


b) Das Ovalbumin von Merck. 


Vollkommen andere Resultate wurden in den Versuchen mit Mercks 
Ovalbumin erhalten. Die Triibungskurve besitzt in diesem Fall ein bei 
pu = 5,0 liegendes Maximum, wobei nach 24 Stunden in Abhangigkeit 
von der Aggregatentstehung und vom Aggregatniederschlag bedeutende 
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Triibungsunterschiede entstehen. Am wenigsten stabil ist die EiweiSlésung 
im Gebiet des isoelektrischen Punktes, in welchem die Niederschlage am 
leichtesten entstehen. Die Kurve hat hier einen ahnlichen Verlauf wie die 
Kurve der Gelatine. Im sauren Gebiet verursachen die Salze eine bedeutend 
geringere Eiwei®lésungsstabilitat. Eiweif fallt besonders leicht aus. Die 


Verdiinnung im Bereiche py = 6,0 bis 4,5 verursacht einen Triibungszu- 
wachs, wobei bei py = 6,0 die absoiuten Zahlen fiir die Triibung einer 


1% igen Lésung gr6éBer als fiir dieselbe einer 2° igen Lésung werden. Hin- 
gegen in dem mehr sauren und basischen Bereiche wird die Triibung beinahe 


. 


proportional zur EiweiSkonzentration. 

Wegen der verhaltnismaBig groBen Menge von Globulinen, welche 
mittels einer Halbsattigung durch Ammonsulfat zur Ausscheidung gebracht 
werden kénnen, haben diese Resultate zur Beurteilung der Triibungs- 
anderungen der Ovalbuminlésungen keine Bedeutung. Deshalb werden die 
entsprechenden Tabellen nicht angegeben. Sie haben jedoch eine groBe 
Bedeutung fiir die Untersuchungen iiber das Verhalten der Ovalbumine 
nebst Globulinen in Lésung — dies wird Gegenstand spezieller Unter- 
suchungen sein. 


Besprechung. 

Zur Unterscheidung vom vorher untersuchten polydispersen 
System — welches die Gelatine bildet! und wo wir es in Abhangigkeit 
von den experimentellen Bedingungen mit Aggregatentstehung zu tun 
hatten — bildet das dialysierte Ovalbumin ein homodisperses System, 


in welchem keine Anderungen in den Teilchengré8en unter dem Einflu8 
der Wasserstoffionenkonzentrationen (in den Grenzen py 3,0 bis 7,0) 
zum Vorschein kommen. Erst bei py ~ 8,0 bekommen wir eine ganz 
unbedeutende Triibungsverminderung. Dies ist eine Bestatigung 
der von Svedberg und Mitarbeitern mittels der nephelometrischen 
Methode beobachteten Erscheinung. 

Oberhalb pu 8,0 verkleinert sich die Triibung in unseren Experi- 
menten méglicherweise wegen der beginnenden Abtrennung der Teilchen, 
die unterhalb der Grenze fiir die Hervorrufung des 7T'yndall-Effektes 
liegen. Indessen unterliegt die Triibung im sauren Gebiete bis zu 
pu = 3,0 keinen Anderungen. In den Triibungsaénderungen der Gelatine- 
lésung spielte der Hydratationsfaktor eine groBe Rolle. Hier fallt auch 
dieser Faktor weg; denn, wie Weber und Versmold? konstatierten, 
unterliegt die Ovalbuminhydratation in den Grenzen py 3,0 bis 10,0 
keiner Anderung. Nach Sérensen® ]a&t sich das Fehlen von GréBen- 
anderungen der Ovalbuminteilchen durch das Fehlen ihrer Dissoziation 
in gewissen py-Bereichen sowie durch Fehlen der Entstehung von 
Aggregaten erklaren. 


' BE. M. Mystkowski, diese Zeitschr. 273, 161, 1934. — 7? Diese 
Zeitschr. 234, 62, 1931. — * S. P.L. Sérensen, C.r. Labor. Carlsberg 18, 
5, 1930. 
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Hiermit stehen diejenigen unserer Versuche ebenfalls im Einklang, 
in welchen die Triibungsgr6Ben bei einer Verdiinnung von 1: 2 sich 
wie die entsprechenden Verdiinnungsgrade verhalten. Umgekehrt 
erscheinen diese Verhaltnisse in den ungereinigten Albuminlésungen, 
in welchen die Triibung mit der Verdiinnung wachst. Dies hangt von 
der Dissoziation der Globulin- und vielleicht auch der Albumin-Globulin- 
komplexe ab. 


Herrn Prof. St. J. v. Przytecki danke ich herzlichst fiir die Leitung 
und Hilfe bei dieser Arbeit. 


Berichtigung 
zur Arbeit Kurt P. Jacobsohn, ,,Zur Thermodynamik des Systems der 
Fumarase 1}. 
Es muB heiBen: 
auf S. 173, Zeile 11: 
AH = —-4,57 . log 3,8 — log 8,4/(1/278 — 1/311) = + 4,1 Cal. 





auf 8S. 177, Zeile 19: 


k, lk, K Mu 2 Ky Kp 
—- bzw. — = = d = 2: 
K Kp ZW 4 Ky un Ky 


1 Diese Zeitschr. 274, 167, 1934. 














Nachtrag 
zu meiner Mitteilung ,,UCher eine emptindliche und spezifische Reaktion des 
Ergosterins* (diese Zeitschr. 270, 346, 1934). 
Von 
Josef Briickner, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1934.) 


In einer friiheren Mitteilung beschrieb ich eine Reaktion, mit deren 
Hilfe sich in empfindlicher Weise Ergosterin und Vitamin D unterscheiden 
lassen. Zu dieser Reaktion hatte ich unter anderen Reagenzien auch Aceton 
empfohlen. Weitere Untersuchungen machen es nunmehr notwendig, 
darauf hinzuweisen, daB die Reaktion nur dann glatt gelingt, wenn zur 
Untersuchung Acetonum = puriss. Merck verwendet wurde, wihrend die 
Reaktion kaum oder iiberhaupt nicht eintritt, sobald Acetonum pro analysi 
Merck zur Verwendung gelangt. Es kann daher angenommen werden, dali 
an dem Zustandekommen der Reaktion nicht nur das Aceton unbedingten 
Anteil haben mu, hingegen aber eine Verunreinigung, die in Acetonum 
puriss. Werck in feinsten Spuren vorhanden ist. Welcher Art letztere ist, 
konnte zur Zeit noch nicht ermittelt werden. 

Bis zur Klarung der Frage méchte ich bei der Anstellung der Reaktion 
die Verwendung von Acetonum puriss. Merck empfehlen. 

Die in der originalen Mitteilung angegebenen Versuchsdaten und Folge 
rungen bleiben hierdurch unberiihrt. 


Berichtigung. 


In der Arbeit Svend Gértz, ..Methode zur Bestimmung von Chole- 
sterin in 0,1 cem Totalblut mit empfindlichen stabilen Farbreaktionen!* 
fehlt auf 8. 410 nach der 32. Zeile der Satz: 

Die Bestimmung eines Faktors mit reiner Cholesterinlésung, 
entsprechend der Beschreibung im Abschnitt I], 8.406, wird jedem 
Untersucher empfohlen.* 


' Diese Zeitschr. 273, 396, 1934. 
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